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Siamo lieti di poter pubblicare i testi delle Relazioni lette al 
« Colloquio sulle Pirimidine » promosso ed organizzato, sotto gli 
auspici della Societa Italiana di Biochimica, dal Professor C. A. 
Rossi, Direttore dell’ Istituto di Biochimica dell’ Universita di Urbino 
e svolto in questa Universita degli Studi il 6-7 giugno di quest’ anno. 


Le Relazioni compaiono nello stesso ordine nel quale furono te- 
nute; ciascuna é seguita da un riassunto, tradotto nelle varie lingue, 
come di norma nella nostra Rivista. 

Degli interventi in sede di discussione siamo costretti, per esi- 
genze particolari, ariportare brevemente soltanto quelli svolti come 
« Comunicazioni ». 

Ci auguriamo vivamente che la pubblicazione di queste Relazioni 
sia gradita ai nostri lettori e che essi possano continuare con i 
Relatori il « Colloquio sulle Pirimidine » attraverso proficui scambi 
di idee, di risultati, di programmi di lavoro. 


F. M. CHIANCONE 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI URBINO 
(Direttore: Prof. C. A. Rossi) 


Significato biologico delle pirimidine 


C. A. ROSSI 


La Societa Italiana di Biochimica, che rin- 
grazio per aver concesso il suo patrocinio a 
questo Colloquio sulle Pirimidine, ha certa- 
mente voluto con il suo gesto convalidare il 
significato di una iniziativa che trova nume- 
rosi e proficui esempi nei convegni a tema 
unico organizzati da enti stranieri, ma non 
aveva ancora trovato l’opportunita per essere 
realizzata in Italia. 

E della validita ed attualita della nostra 
concezione ci sembrano conferma anche le 
adesioni e partecipazioni attive di studiosi non 
solo degli aspetti pit strettamente biochimici 
ma anche, e a questi particolarmente siamo 
grati, di cultori della Baits e della patologia 
umana. 

La convergenza di pit motivi ha determi- 
nato l’occasione di questo « Colloquio» e la 
scelta del suo tema. In primo luogo la viva 
attualita dell’argomento della biochimica delle 
pirimidine che, dalle ricerche della Scuola 
svedese sui problemi connessi con la biosintesi 
e da quelle di Leloir sui coenzimi uridilici, 
ha tratto larghissimo impulso. Poi, il fatto che 
diversi gruppi di ricercatori italiani, studiosi 
sia di problemi biochimici che fisiopatologici e 
clinici, siano interessati all’argomento. Ed in- 
fine i risultati originali, che hanno coronato le 
ricerche della Scuola di biochimica di Bologna 
le quali, iniziate fin dal 1950 sul significato 
nutritivo di quello che veniva indicato come 
FPA della caseina, hanno portato al ricono- 
scimento dell’attivita dell’acido orotico come 
fattore di nutrizione per il ratto. Reperto 


Nel presente lavoro vengono usate le seguenti abbreviazioni: 
UDPG = uridina difosfoglucoso; UDPGal = uridinadifosfo- 
galattoso; UTP = uridina trifosfato; UDPAG = uridinadifo- 
sfo-acetilglucosamina; UDPGA = uridinadifosfato-acido glicu- 
tonico; Gal-1-P = c-galattoso-I-fosfato; G-1-P = ¢-glu- 
coso-1-fosfato; ATP = adenosina trifosfato; ADP = adenosina 
difosfato. 


questo che trova riscontro anche nell’ampia 
sperimentazione promossa da Chiancone sul 
significato biologico dell’acido orotico. 

Per la posizione preminente dell’acido oro- 
tico nel metabolismo delle pirimidine, delle 
quali sembra essere un precursore obbligato, 
ritengo che i risultati delle ricerche che ne 
testimoniano l’attivita biologica debbano es- 
sere discussi alla luce delle conoscenze odierne 
sulla biochimica di queste sostanze. 


La prima notizia sulla preparazione di una 
sostanza organica appartenente al gruppo di 
questi composti che oggi denominiamo piri- 
midine é reperibile fra le ricerche che seguono 
la scoperta dell’acido urico. 

Fu un italiano, il Brugnatelli(1) che per 
rimo nel 1818 descrisse la preparazione det. 
Pacido ossieritrico (allossana) ottenuto scio- 
gliendo I’acido urico in acido nitrico. 

Le osservazioni dell’Autore italiano furono 
riprese vent’'anni dopo da Liebig e Wohler (2) 
che stabilirono la composizione dell’allossana. 
In seguito Baeyer (3) risolse i problemi fon- 
damentali della struttura e delle proprieta di 
questi composti ai quali Pinner (4) attribui il 
nome di pirimidine. 

Queste sostanze assunsero una maggiore 
importanza biologica solo quando [isola- 
mento della timina dall’idrolizzato di acidi 
nucleinici (5) dimostré che le pirimidine erano 
dei costituenti normali della materia vivente. 

Successivamente vennero isolati dagli idro- 
lizzati di acidi nucleinici del timo di vitello 
la ‘citosina (6), da quelli di lievito l’uracile (7) 
ed infine la metilcitosina (8) (*) 


(*) In merito all’idrossimetilcitosina vedi: BeNDICcH in Nucleic 
Acids, Acad. Press, New York, 1955, 1, 90. 
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PIRIMIDINE ED ACIDI NUCLEINICI. 


Il significato biologico delle pirimidine ap- 
pariva legato fino a pochi anni or sono solo 
alla loro partecipazione alla costituzione degli 
acidi nucleinici insieme con le basi puriniche 
adenina e guanina. Oggi, superato il periodo 
delle ricerche puramente numerose 
indagini tendono a chiarire quale sia il contri- 
buto particolare di queste strutture alla fun- 
zione delle complesse molecole polinucleoti- 
diche. Ritengo quindi necessarie alcune consi- 
derazioni sulle moderne vedute riguardanti 
la biochimica dei DNA e degli RNA. 

Una caratteristica che distingue gli RNA dai 
DNA, per cid che si riferisce alle basi azotate, 
é la presenza in questi ultimi delle pirimidine 
metilate: questo non pud non influire sul- 
l’architettura della molecola dei DNA, spe- 
cialmente se si tengono presenti i reperti 
di Cohn (9) che attribuiscono ai nucleotidi 
pirimidinici la proprieta di dare origine a 
ramificazioni nella catena del polimero. 

I DNA, come é noto, sono il materiale ge- 
netico che controlla la sintesi delle singole 
proteine. Se ne pud dedurre che tra Il’archi- 
tettura del DNA del gene e quella della mole- 
cola proteica corrispondente deve esistere una 
certa analogia (un gene-un enzima). Secondo 
Chantrenne la pit: immediata conseguenza 
logica é che un dato ordine dei nucleotidi nella 
molecola del DNA determini una caratteri- 
stica sequenza di aminoacidi nella proteina 
corrispondente. Infatti la mutazione di un 
gene non implica necessariamente |’inibizione 
della sintesi di una determinata proteina, ma 
solo una piccola modificazione della struttura 
di questa. Cosi l’emoglobina di un individuo 
affetto da anemia omozigote a cellule falci- 
formi differisce dall’emoglobina normale sol- 
tanto per la sostituzione di un residuo di acido 
glutamico con uno di valina nella catena 
polipeptidica formata da ben 300 molecole di 
aminoacidi (11). 

L’eterogeneita degli acidi desossiribonuclei- 
nici, oggetto delle ricerche originali che ri- 
ferira Polli, trova una giustificazione nell’in- 
terdipendenza tra struttura e funzioni dei DNA 
e nella complessita dei compiti ad essi attri- 
buiti. 
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La conoscenza di questo rapporto di causa 
ed effetto fra la costituzione del DNA del 
nucleo e la struttura delle proteine cellulari 
non chiarisce tuttavia come il DNA, depo- 
sitario di un patrimonio di «notizie» sulla 
struttura delle proteine cellulari stesse, possa 
trasmettere le «informazioni» che control- 
lano l’attivita dei meccanismi biochimici del 
nucleo e del citoplasma che effettuano la 
sintesi proteica. A questo riguardo importanti 
risultati hanno dato le ricerche sull’effetto 
dell’enucleazione nell’alga Acetabularia medi- 
terranea e nel protozoo Amoeba proteus. Bra- 
chet e Coll. (12) hanno osservato che la sin- 
tesi proteica prosegue a lungo dopo I’enuclea- 
zione, ma trascorso un certo periodo cessa, 
come se fosse stata esaurita qualche sostanza 
prodotta dal nucleo e necessaria perché il 
citoplama effettui questa biosintesi. Anche 
sugli eritrociti di mammifero si é avuta con- 
ferma (10), complessivamente, che il controllo 
esercitato dal DNA sulla sintesi proteica é 
indiretto e remoto. 

Dimostrato che, almeno negli organismi 
superiori, il DNA controlla la sintesi proteica 
indirettamente e che I|’«informazione» ge- 
netica ha sede nell’architettura dei nucleotidi 
nel DNA, resta da stabilire come ed a quali 
sostanze siano trasmesse queste « informazioni » 
che condizionano I’attivita dei mecanismi bio- 
chimici che sintetizzano le proteine. Ora i 
sistemi che appaiono pit idonei a raccogliere 
ed utilizzare queste « informazioni» sono gli 
RNA del nucleo e del citoplasma. 

Sul significato biologico degli RNA un 
suggerimento del tutto originale deriva dai 
lavori di Pinchot (13), che ha estratto dal- 
l’ Alcaligenes faecalis un polinucleotide del tipo 
degli RNA capace di stimolare la fosforil 
zione accoppiata all’ossidazione del DPNH. 
Avendo osservato che il prodotto naturale 
pud essere sostituito, nel sistema enzimatico 
estratto dall’Alcaligenes faecalis che opera la 
fosforilazione ossidativa, da __ polinucleotidi 
sintetici sia purinici che pirimidinici, |’ Autore 
afferma che la frazione polinucleotidica funge 
da coenzima nella fosforilazione ossidativa. 

E indubbiamente interessante questa che 
sarebbe la prima dimostrazione di un ruolo 
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coenzimatico di un polinucleotide. Essa si 
inquadra nell’ipotesi avanzata da Spiegelman 
(14) secondo cui RNA potrebbe da 
attivatore mediante reazioni di trasferimento 
di fosfati e concorda con i reperti di Mir- 
sky (15), sull’intervento dei polinucleotidi nella 
sintesi dell’ATP accoppiata alle reazioni di 
ossidazione. 

Uno studio approfondito sul problema dei 
rapporti fra RNA e sintesi proteica ci porte- 
rebbe troppo lontano dall’argomento: basta qui 
accennare a quella che appare oggi ’ipotesi 
pitt probabile, cioé che gli RNA e le proteine 
si formino da un pool di comuni precursori, 
presumibilmente aminoacidi legati a com- 
posti nucleotidici, che condensandosi potreb- 
bero formare sia proteine che acidi ribonuclei- 
nici (10). A tale riguardo ricordo che le ri- 
cerche sull’attivazione degli aminoacidi, che 
costituiscono Oggi un suggestivo campo del- 
l'indagine biochimica, potranno, tra l’altro, 
lumeggiare quale sia il contributo dei de- 
rivati nucleotidici delle pirimidine nell’atti- 
vazione degli aminoacidi per la sintesi pro- 
teica. 

Di recente poi un nuovo campo di studi 
si ¢ andato sviluppando ed ha portato a risul- 
tati di importanza grandissima tra i quali anche 
quello di considerare sotto una luce nuova i 
rapporti tra il metabolismo intermedio e gli 
RNA e questi come una possibile fonte di 
coenzimi (9), cioé la scoperta dell’ attivita 
coenzimatica di tutti i nucleotidi pirimidinici 
oltre che purinici degli RNA. 

Questo nuovo aspetto del significato bio- 
logico delle pirimidine si rivela nel 1949-50, 
quando Leloir e Coll. (17), studiando il meta- 
bolismo del galattoso nel lievito ¢ Park e 
Johnson (18) studiando gli effetti della peni- 
cillina sui batteri, indipendentemente accer- 
tarono la presenza di composti acido-solubili 
contenenti uracile in tessuti viventi. Sono 
queste le prime osservazioni relative all’esi- 
stenza in materiali biologici di nucleotidi 
pirimidinici liberi; che da premesse tanto 
diverse si fosse pervenuti a queste osservazioni 
suona quasi una profezia sulla varieta di fe- 
nomeni ai quali oggi noi sappiamo che pren- 
dono parte i nucleotidi pirimidinici. 


COENZIMI PIRIMIDINICI. 


Le osservazioni di Kosterliz (19) sull’accu- 
mulo di Gal-1-P nel fegato di coniglio ali- 
mentato con galattoso e sulla fermentazione 
del galattoso-fosfato in estratti di lievito adat- 
tato al galattoso, avevano portato |’Autore a 
formulare il seguente schema di metabolismo 
dell’esoso: 


ATP - galattoso + Gal-1-P ADP 


Gal-1-P G-1-P 
G-1-P G6-P 


Leloir e Coll. (20) isolarono dal Saccaromyces 
y 


fragilis la galattosocinasi, che catalizza la prima 


reazione, ed evidenziarono la necessita di un 
cofattore perché avvenisse la seconda reazione. 
Il coenzima fu isolato come uridina difosfo- 
glucoso (UDPG) e risultd costituito di uri- 
dina-s’-fosfato e glucoso-1-fosfato connessi 
da un legame pirofosforico (17). La sua strut- 
tura é stata oggetto di ricerche biochimiche (21) 
ed é stata confermata anche per sintesi chimica 
da Todd (22). Ottenuto inizialmente dal lie- 
vito il composto é stato successivamente ritro- 
vato in tutti gli organismi sui quali si sono 
condotte ricerche; in particolare é presente nelle 
piante (23, 24, 25), nel fegato dei mammiferi 
(23, 26) e nei tumori (27). 

L’UDPG nel mammifero sembra essere 
prevalentemente sintetizzato con una reazione 
scoperta da Trucco (28) e studiata poi da 
Kalckar e Coll. (29): 

G-1-P UTP — UDPG PP 

L’UTP si forma dall’ UDP con una reazione 
di transfosforilazione nella quale / ATP funge 
da donatore di fosfato. L’enzima che catalizza 
la reazione fra G-1-P e UTP é una PP-uridil- 
transferasi, ed in particolare ¢ la UDPG-pi- 
rofosforilasi; abbonda nel fegato, eritrociti, 
mammella, cervello e¢ muscolo. E specifico 
per i composti uridinici ed inattivo per adeno- 
sina e guanosina trifosfati. Cosi sono specifici 
gli accettori di uridile, cioé solo il pirofosfato 
inorganico |'z-D-glucoso-1-P sono _attivi. 
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L’enzima interviene sia nella biosintesi del- 
lUDPG da glicogeno, ATP e UDP sia in 
quella del G-1-P da Gal-1-P. 

Ma l’aspetto pit interessante é che si tratta 
di un meccanismo fondamentale tramite il 
quale gli esteri fosforici degli zuccheri e della 
colina reagiscono con i nucleotidi trifosfati 
per formare i rispettivi derivati nucleotidici. 

Altri enzimi del tipo PP-uridil-transferasi 
del mammifero sono quelli che catalizzano 
l’incorporazione dell’ 1-fosfoglucosamina e del- 
I’1-fosfoacetilglucosamina nei nucleotidi uri- 
dilici ed anche la UDPGal-pirofosforilasi. 

Il meccanismo dell’azione coenzimatica del- 
lUDPG nella trasformazione del Gal-1-P in 
G-1-P é stato formulato come segue : 


UDPG + Gal-1-P = UDPGal-1-P + G-1-P 


UDPGal ~ UDPG 


Gal-1-P G-1-P 


La prima di queste reazioni é catalizzata 
dalla Gal-1-P-uridiltransferasi (30),enzima con- 
tenuto nel lievito adattato al galattoso, nei 
tessuti dei mammiferi, quali fegato ed eri- 
trociti. E altamente specifico verso i nucleotidi 
uridilici; accettori dell’uridile sono solo I’1-D- 
-galattoso-1-P e |’1-D-glucoso-1-P. 

La reazione UDPGal = UDPG @ invece 
catalizzata dalla UDPGal-4-epimerasi. L’en- 
zima, scoperto da Leloir (31), catalizza una 
reazione molto complessa sul meccanismo 
della quale Kalckar (32) riporta un’interes- 
sante discussione. 

Sull’importanza fisiologica di queste rea- 
zioni ci piace ricordare che poiché la prima 
tappa del metabolismo del galattoso é la fosfo- 
rilazione in 1, con formazione di Gal-1-P e 
la conversione enzimatica a Gal-6-P procede 
solo a velocita piccolissima, l’enzima Gal-1-P- 
uridiltransferasi ¢ essenziale per rendere il 
galattoso utilizzabile come combustibile, come 
pure per sintetizzare composti /-galattosilici 
quali il lattoso e i galattolipidi; non é perd 
implicato nella sintesi dei -galattosidi da 
glucoso. Rappresenta la via maestra nel me- 
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tabolismo del galattoso, come dimostrano 
anche le ricerche sulla galattosemia ereditaria 
nell’infanzia. 

Né meno rilevante é il significato biologico 
della UDPGal-4-epimerasi; infatti la trasfor- 
mazione enzimatica reversibile del galattoso 
in glucoso necessaria per due _processi: 
1) sintesi dei galattosidi dal glucoso e dai suoi 
metaboliti; 2) conversione del galattoso a 
glucoso ed a metaboliti di quest’ultimo; quindi 
sia per prevenire l’accumulo di Gal-1-P e¢ 
di UDPGal, sia per favorire l’utilizzazione 
di questi composti, quali fonti energetiche, 
attraverso il metabolismo generale dei glucidi. 

Una pit ampia trattazione del metabolismo 
e dell’enzimologia dell’UDPG e dell’ UDPGal, 
ai quali ho dedicato quel breve cenno che solo 
é possibile in questa sede, formano oggetto 
di due belle rassegne di Kalckar (32, 33). 
L’Autore in esse, oltre a considerare gli aspetti 
strettamente biochimici di questi problemi, 
riferisce anche su un brillante risultato dell’ap- 
plicazione di questi studi all’interpretazione 
della patogenesi della galattosemia congenita. 

Mi limiterd solo ad accennare ai principali 
complessi uridilici fino ad ora isolati senza 
addentrarmi nei problemi specifici che questi 
composti e le reazioni alle quali essi parteci- 
pano suscitano sia sotto l’aspetto biochimico 
che sotto piii ampie prospettive biologiche ¢ 
fisiopatologiche. In questo « Colloquio » Zam- 
botti e de Bernard illustreranno i significato 
dei derivati uridilici nel metabolismo della 
cartilagine preossea e nell’ ossificazione. 

Per scopi pit specifici TUDPG pud servire 
come donatore iL glucosili nella formazione 
di disaccaridi non riducenti come trealosofo- 
sfato, saccaroso, saccaroso fosfato ed anche di 
polisaccaridi come cellulosa ed infine anche del 
glicogeno (34). Nella formazione del glicogeno 
PUDPG agisce in presenza di un enzima 
estratto dal fegato e di piccole quantita di gli- 
cogeno, con una reazione simile alla formazione 
di polisaccaridi dal glucoso-1-fosfato in pre- 
senza di fosforilasi animale. E cosi dimostrato 
che !UDPG pud donare glucosile diretta- 
mente ai polisaccaridi e questo ci spinge a 
chiederci quale sia il ruolo depli altri composti 
uridina-pirofosforici. 
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Cosi, UDPGal pud donare il galattosile, 
con meccanismo analogo a quello dell’ UDPG, 
per la sintesi del lattoso o del lattoso fo- 
sfato, nella ghiandola mammaria (35), anche 
se questa reazione non é completamente chia- 
rita (36). 

Un’altra reazione transglicosidasica, benché 
meno definita nei particolari sarebbe in gioco 
nella biosintesi dei polisaccaridi della parete 
cellulare nello Staphylococcus aureus come risulta 
dalle ricerche di Park e Strominger (37) che 
testimoniano I’uguale composizione di sostanze 
isolate dalla parete cellulare con un partico- 
lare derivato uridilico, costituito da uridina- 
-difosfato-3-O-z-carbossietil-esosamina legata 
con DL-alanina, acido glutamico e L-lisina, 
che si accumula nelle colture di Stafilococco 
trattate con penicillina. 

I dettagli della funzione dei nucleotidi uridi- 
lici nella biosintesi dei polisaccaridi delle pareti 
cellulari devono ancora essere chiariti. Park e 
Strominger suggeriscono che il composto 
N-acetilamino-esoso-peptide pud essere trasfe- 
rito dal nucleotide uridilico a qualche accettore 
della parete cellulare. Reazione che appare 
probabile in vista del noto ruolo dei nucleo- 
tidi uridilici nelle reazioni di trasferimento dei 
radicali glucosilici. 

Leloir e Coll. (38, 39) trovarono che il 
lievito contiene oltre !]UDPG anche altri 
due nucleotidi di tipo simile: l’uridina-difosfo- 
acetilglucosamina (UDPAG) e la guanosina 
difosfomannoso. Strominger (40) trovd lo 
stesso composto nell’ovidotto di gallina e pose 
anzi in evidenza I’esistenza di nucleotidi uri- 
dilici pit complessi della stessa provenienza. 
Fra questi l’uridina-difosfo-N-acetilglucosa- 
mina-6-fosfato. Altro complesso composto 
isolato dall’ovidotto di gallina é Turidina- 
-difosfo-N-acetilgalattosamina-solfato. 

L’esistenza in varie cellule di nucleotidi uri- 
dilici che contengono N-acetilamino zuccheri 
con peptidi o solfati legati al carboidrato indica 
che questi composti probabilmente prendono 
parte alla biosintesi dei mucopolisaccaridi. 
Glaser e Brown (41) hanno studiato la sintesi 
di acido jaluronico su omogenati privi di 
cellule di sarcoma di Rous di pulcino trattati 
con Dowex I. Queste preparazioni incorpo- 


rano N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato, mar- 
cata con C* nel gruppo acetilico, nell’ oligo- 
saccaride solo se si aggiunge anche UTP. 
L’UDPAG marcato é incorporato anche in 
assenza di UTP. 

Lo stesso Autore (42) ha pit recentemente 
riportato che I’acetilglucosamina dell’ UDPAG 
é introdotta in un polimero con le caratteri- 
stiche della chitina da un enzima della parte 
corpuscolare di Neurospora crassa. In questo 
caso lUDPAG marcato sia nel glucide che 
nell’acetile porta al medesimo grado di in- 
corporazione del C** nella frazione acido-inso- 
lubile. 

Ginsburg, Stumpf e Hassid (43) hanno isolato 
da materiale vegetale due composti di uridina 
difosfopentoso identificati come uridina-difo- 
sfoxiloso e uridina-difosfoarabinoso. 

Nel 1952 Dutton e Storey (44) trovarono 
che la sintesi dei glicuronidi nel fegato richiede 
un composto uridina-difosforico. Smith e 
Mills (45) isolarono il composto per cromato- 
grafia a scambio ionico e confermarono questi 
reperti. L’acido glicuronico attivo fu pit 
tardi identificato come UDPGA (uridina difo- 
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sfato-acido glicuronico, 46). La sintesi di questo 
composto dall’UDPG fu studiata in seguito 
da Kalckar (47) che pervenne a concepire 
una nuova via di ossidazione del glucoso 
che pud, secondo |’Autore, essere indicata 
come «ciclo dell’ UTP», vista l’azione catali- 
tica esplicata dal nucleotide uridilico nel si- 
stema (cfr. schema a pag. 199). 

Va infine ricordato che Kennedy e Weiss (48) 
hanno isolato e sintetizzato chimicamente un 
nuovo composto, cioé la citidina-difosfoco- 
lina che essi dimostrano essere un attivo 
donatore di fosforilcolina nella sintesi dei 
fosfolipidi. Baddiley e Coll. (49) hanno iden- 
tificato citidina difosfoglicerolo e  citidina 
difosforibitolo in estratti di L. arabinosus. I 
coenzimi citidilici saranno argomento della 
Relazione di Fornaini e Segni, che illustreranno 
il significato di questi nuovi composti dallo 
studio dei quali molto ci si attende, data I’im- 
portanza dei risultati gia acquisiti sul loro ruolo 
nella biosintesi dei fosfolipidi e l’estensione 
delle correlazioni metaboliche che presentano 
sostanze quali la colina, l’etanolamina ed il 
glicerolo. 


ACIDO OROTICO. 


Il significato biologico delle pirimidine non 
pud risaltare efficacemente se non dallo studio 
completo del loro metabolismo, da uno studio 
cioé che consideri anche le vie della loro 
biosintesi ed i composti intermedi che sono 
in gioco nella loro formazione nonché gli 
aspetti pit: propri della loro utilizzazione. 

I problemi della biosintesi e del catabolismo 
delle pirimidine formano l’argomento della 
Relazione di Pontremoli e Antolini e non 
saranno trattati da me se non per ricordare 
che fino ad oggi é convinzione generalizzata 
che la biosintesi avvenga attraverso la sequenza 
di reazioni che, a partire dall’acido aspartico 
attraverso il carbamilaspartico, il diidro-oro- 
tico, l’orotico e l’orotidilico, conduce agli 
acidi uridilico e citidilico. 

Non é infatti per ora dimostrato che in vivo 
si realizzi la biosintesi per una via alternativa 
cioé attraverso le reazioni enzimatiche di 
interconversione tra l’uracile e la carbamil-/- 
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-alanina e tra la timina e l’acido carbamil- 
-B-aminoisobuttirico (50). 

Ed é proprio in considerazione della posi- 
zione centrale che l’acido orotico occupa nelle 
fasi precoci del metabolismo delle pirimidine 
che trovano una spiegazione i risultati delle 
indagini che hanno dimostrato come I’acido 
orotico oltre ad essere un fattore essenziale 
per la crescita di alcuni microrganismi sia, 
in particolari condizioni nutritive e¢ fisiologiche 
(accrescimento, gravidanza, lattazione), un 
fattore essenziale per il ratto. Su queste ricerche 
riferiranno direttamente gli Autori cioé da 
una parte gli allievi della Scuola bolognese: 
Rabbi sul « Significato biochimico dell’acido 
orotico » e Viviani e Marchetti sui « Rapporti 
nutritivi e metabolici tra acido orotico e 
vitamina B,,»; dall’altra Chiancone, Ginoul- 
hiac e Mainardi, che tratteranno su « Acido 
orotico: aspetti nutrizionali ». 

Il complesso di ricerche sulla nutrizione ha 
posto in evidenza la possibilita del verificarsi, 
in condizioni particolari, di una esigenza nu- 
tritiva per l’acido orotico, indice di un’insuf- 
ficienza del meccanismo di biosintesi delle 
pirimidine. 

Nel significato delle pirimidine come co- 
stituenti degli acidi nucleinici e dei coen- 
zimi uridilici e citidilici e nei risultati delle 
esperienze sulla nutrizione troviamo le pre- 
messe alle interessanti applicazioni ai pro- 
blemi di fisiopatologia sulle quali riferiranno 
Dioguardi e Secchi e Bussi della Scuola di 
Villa. 

Quagliariello, con la sua Relazione sugli 
antimetaboliti delle pirimidine, illustrera tra 
l’altro il contributo di questi studi alla co- 
noscenza del metabolismo di queste so- 
stanze, mentre Sirtori discutera i tentativi 
terapeutici impostati sull’impiego degli omo- 
loghi strutturali atti a fungere da antime- 
taboliti. 

Da questa rapida rassegna appare evidente 
come il brillante successo di alcune ricerche ha 
in questi ultimi anni suscitato l’interesse degli 
studiosi verso nuovi aspetti dell’attivita bio- 
logica delle pirimidine. Uno fra i pid originali 
di questi‘reperti ¢ indubbiamente quello che 
riconosce nell’acido orotico un fattore essen- 
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ziale per la nutrizione del ratto in particolari 
condizioni sperimentali. E per me motivo di 
soddisfazione constatare che anche a questo 
risultato sono legati i nomi di ricercatori ita- 
liani, che si uniscono a quelli di Brugnatelli, 
Ascoli, Biscaro e Belloni nella storia delle 
conoscenze sulle pirimidine. 


RIASSUNTO 


A definire il significato biologico delle pirimidine 
contribuiscono le moderne acquisizioni sulle diverse 
strutture metabolicamente attive alla costituzione 
delle quali esse partecipano. Sono brevemente di- 
scussi sia il ruolo dei DNA nel controllo di attivita 
metaboliche del protoplasma che quello degli RNA 
nella biosintesi delle proteine. Si passa in rassegna 
successivamente la letteratura che riguarda i coenzimi 
pirimidinici, la loro struttura, le principali reazioni 
nelle quali essi intervengono e gli enzimi che le cata- 
lizzano. Infine si sottolinea la funzione dell’acido oro- 
tico nel metabolismo delle pirimidine ¢ si rileva il va- 
lore delle ricerche sulla nutrizione nello studio della 
biochimica di queste sostanze. 


RESUME 
Signification biologique des pyrimidines. 

A la définition de la signification biologique des 
yrimidines contribuent les acquisitions modernes sur 
es différentes structures métaboliquement actives 
4 la constitution desquelles ces substances participent. 
L’auteur discute bri¢vement le réle que les DNA 
jouent dans le contrdéle de certaines activités métabo- 
liques du protoplasma, de méme que le réle des 
RNA dans fa biosynthése des protéines. Il passe ensuite 
en revue la littérature qui concerne les co-enzymes 
pyrimidiques, leur structure, les principales réactions 
dans lesquelles ils interviennent et les enzymes qui 
les catalysent. Finalement, il souligne la fonction de 
lacide orotique dans le métabolisme des pyrimidines 
et importance des recherches sur la nutrition dans 
étude de la biochimie de ces substances. 


SUMMARY 
Biological significance of pyrimidines. 

Some light is thrown on the biological significance 
of pyrimidines by recent advances concerning the 
different metabolically active structures in which 
they take part. The roles of DNA in the control of 
the metabolic activity of protoplasm and of RNA 
in the biosynthesis of proteins are briefly discussed. 
The literature concerning the pyrimidinic coenzymes, 
their structure, the principal reactions in which 
they take part, the enzymes that catalyse them is 
also reviewed. Furthermore, the function of orotic 
acid in the metabolism of pyrimidines and the value 
of nutritional investigations in the biochemical study 
of this compounds are underlined. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Biologische Bedeutung der Pyrimidine. 


Die modernen Kenntnisse iiber die verschiedenen 
metabolisch wirksamen Stoffe, an deren Zustande- 
kommen die Pyrimidine mitbeteiligt sind, tragen 
dazu bei, die biologische Bedeutung der Pyrimidine 
selbst klarzustellen. Sowohl die Rolle der DNS bei 
der Steurung der metabolischen Protoplasma-Tatig- 
keiten als auch die Anteilnahme der RNS an der 
Protein-Biosynthese werden kurzerhand erértert. 
Aufeinandertolgend iiberblickt man die Litteratur 
der pyrimidinischen Koenzyme, deren Struktur, die 
wichtigeren Reaktionen, bei welchen sie mitwirken 
und die Enzyme, welche solche Reaktionen kata- 
lysieren. Zuletzt wird die Aufgabe der Orotsaure 
beim Pyrimidin-Stoffwechsel unterstrichen und der 
Wert der Ernahrungsforschungen beim Studium der 
Biochemie dieser Substanzen hervorgehoben. 


RESUMEN 
Significado bioldgico de las pirimidinas. 


A la definicién del significado bioldgico de las 
pirimidinas contribuyen las modernas adquisiciones 
sobre las varias estructuras metabdlicamente activas 
en cuya constitucién participan dichas substancias. Se 
discuten brevemente tanto el papel que desempefian 
los DNA en el control de actividades metabdlicas 
del protoplasma, como el de los RNA en la biosin- 
tesis de las proteinas. Se pasa luego revista a la litera- 
tura que atafie a las coenzimas pirimidinicas y a su 
estructura, como también a las principales reacciones 
en las que dichas coenzimas intervienen y a las enzimas 

ue las catalizan. Finalmente, se subraya la funcidén 
del acido orético en el metabolismo de las pirimidinas 
y la importancia de las investigaciones sobre la nu- 
tricién en el estudio de la bioquimica de estas substan- 
cias. 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI GENOVA 
(Direttore: Prof. A. Bonsignore) 


Alcuni aspetti della biosintesi e del 
catabolismo delle pirimidine 


S. PONTREMOLI - C. ANTOLINI 


Il compito di illustrare alcuni aspetti della 
biosintesi e del catabolismo delle pirimidine 
non é certamente agevole per una serie di 
ragioni che limitano a tutt’oggi questo argo- 
mento, specie negli organismi animali, al 
problema della biosintesi degli acidi nucleici, 
sfuggendo ancora per molte reazioni a quel 
controllo biochimico che permetterebbe un 
maggior approfondimento dei singoli pro- 
cessi enzimatici. 

Da tutto cid ne deriva che il problema ri- 
sulta soggetto alla complessita dei risultati 
e delle interpretazioni di esperienze, allestite 
allo scopo di indagare il turnover ¢ Vincor- 
porazione di precursori in molecole ad alto 
peso molecolare, quali appunto gli acidi desossi- 
e ribonucleici. 

Il metabolismo delle pirimidine ¢ tipica- 
mente un problema di biochimica generale e 
le nostre conoscenze al riguardo sono state 
desunte da ricerche condotte su diversi orga- 
nismi viventi; solo cosi facendo é stato possi- 
bile formulare un quadro abbastanza completo 
del problema che altrimenti risulterebbe an- 
cora frammentario ed incompleto. 

A tale concetto sara uniformata la nostra 
esposizione. 


I — DEGRADAZIONE REVERSIBILE DELLE BAS; 
PIRIMIDINICHE (biosintesi e catabolismo), 


[1 metabolismo delle pirimidine é stato, fino 
a pochi anni or sono, diviso in tre distinti ca- 
pitoli rappresentati dalla biosintesi, dal ca- 
tabolismo e dall’interconversione. Aggiun- 
giamo che il primo aspetto di questo pro- 


blema é stato soprattutto indagato in diversi 
microrganismi, il secondo in animali supe- 
riori ed il terzo negli uni e negli altri. 

Il problema della biosintesi pirimidinica si 
ricollega all’isolamento dell’acido orotico dal 
latte, ottenuto da Biscaro e Belloni nel 1905 (1), 
anche se molto pit tardi questa sostanza fu, 
per la prima volta, collegata con la biosintesi 
delle pirimidine e cid a seguito delle ricerche 
di Loring e Pierce (2) e di Rogers (3), che 
stabilirono come I’acido orotico poteva so- 
stituire le pirimidine quale fattore di crescita 
in mutanti di Neurospora crassa e in alcuni 
Streptococchi. 

Non ci soffermiamo né sull’evoluzione tem- 
porale né sulle singole reazioni enzimatiche, 
ormai a tutti note, che hanno permesso di 
formulare lo schema classico 1°) at- 
traverso il quale é realizzata la biosintesi del- 
l’acido orotico, partendo da composti sem- 
plici e con passaggio intermedio attraverso 
strutture acicliche (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, II, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Questa se- 

uenza di reazioni ¢ ugualmente operante in 
Seni microrganismi e nel fegato di orga- 
nismi superiori (21, 22, 23). 

Realizzata la sintesi di acido orotico come 
base libera, la successiva trasformazione in 
orotidina-5-P (24, 25), uridina-s-P (24, 25) e 
citidina-s-P (26, 27) ¢ pure realizzata nei di- 
versi organismi attraverso una serie di rea- 
zioni, anch’esse gia ampiamente illustrate e 
studiate. 

Secondo questo schema quindi la biosintesi 
pirimidinica percorrerebbe obbligatoriamente 
un’unica via metabolica che, a livello nucleo- 
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tidico (orotidina-s-P), si identificherebbe pid 
propriamente con quella dell’interconversione, 
unica sequenza per realizzare la formazione 
delle diverse basi pirimidiniche. 

Mentre da un lato si sviluppavano e si ap- 
profondivano queste interessanti esperienze, 
dall’altro venivano iniziate ricerche in vivo 
(28, 29, 30, 31, 32, 33, 34) ¢ in vitro (34, 35, 
36, 37, 38, 39, 40, 41) in organismi superiori, 
aventi come fine quello di indagare il cata- 
bolismo della timina e dell’uracile. Queste 
ricerche, in verita assai numerose, hanno portato 
alla dimostrazione di un dato veramente in- 
teressante e cioé quello che il catabolismo di 
queste basi pirimidiniche ¢ operato a mezzo 
di una degradazione riduttiva con formazione 
di tutta una serie di composti rappresentati 
dai diidroderivati, dai carbamil-aminoacidi e 


da altri metaboliti del tutto analoghi a quelli 
incontrati nel corso della biosintesi reversibile 
dell’acido orotico. 

Tutto cid risulta chiaramente dall’ecsame 
degli schemi 1°, 2°, 3°, nei quali sono appunto 
indicati i composti intermedi della degrada- 
zione reversibile delle tre pirimidine. 

Questo risultato, che ha posto per primo il 
problema dell’analogia tra del- 
lacido orotico, metabolismo della timina e 
dell’uracile, é stato seguito da tutta una serie 
di studi che hanno cercato di approfondire 
pit dettagliatamente le analogie tra i due pro- 
cessi metabolici. Siamo cosi passati dallo studio 
sull’animale in toto e a quello con fettine di 
fegato, al frazionamento cellulare (35, 37, 38, 
2, 43, 44, 45), al tentativo di purificazione 
degli enzimi interessati nel catabolismo della 


SCHEMA 1° 
HN —— CO 
0=C 
HN —— CH-CH;COOH 
S-carbossi-metil-idantoina 
TH,0 
HN — C=0 HN — C=0 H.N COOH 
| | T2H | | tH,0 | 
O=C Co te CH, 
HN —— C-COOH HN — CH-COOH HN CH-COOH 
ac.ureidOsuccinico 
ac. orotico ac. diidroorotico 
NH 
H +H 3 
co 
H,PO, 
HOOC -CH-CH-COOH * 
ac. aspartico COOH 
+ | 
0 H,N-CH 
ATP ADP | | 
CH, 
CO +NH H N-c-0 PO H 
2 a2 | 
carbamil fosfato COOH 


ac. aspartico 


BIOSINTESI E DEGRADAZIONE DELL’ACIDO OROTICO 
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SCHEMA 2° 
HN —— C= HN —— C=0 HN COOH 
| 
o=C CH CH, O=C CH, 
DPN | 
(DPN?) 
HN — CH HN — CH, HN — CH, 
uracile diidrouracile ac Pureido propionico 
HN-CH, 
| +H,0 NH, 
? 
CH : co 
| H, PO, 2 
COOH COOH 
P-alanina | 
ATP ADP | CH, 
e + 
PO,H, | 
2 
carbamil-fosfato 
P-alanina 


BIOSINTESI E DEGRADAZIONE DELL’URACILE 


timina e dell’uracile (42, 46, 47, 48), oltre 
che all’estensione delle ricerche a diversi mi- 
crorganismi (45, 49, 50, $1, $2, 53). 

I dati ottenuti, che qui molto sommaria- 
mente riassumiamo, hanno permesso di porre 
con maggiore evidenza il problema della 
esistenza di un unico processo metabolico, 
come gia visto per l’acido orotico, costituito 
da una serie di reazioni reversibili, tanto da 
poter ritenere il catabolismo e la_biosintesi 
della timina e dell’uracile come espressioni di 
un unico processo metabolico. 

I dati sperimentali sui quali poggia questa 
ipotesi sono: 


1) la reversibilita (41, 46, 47), anche se 
non ancora da tutti accettata (31, 32), della 
idropirimidina-deidrogenasi, cioé dell’enzima 
che condiziona la trasformazione reversibile 
della base nel diidroderivato con una reazione 
perfettamente analoga per I’acido orotico, la 
timina e l’uracile; 


2) la reversibilita, da tutti gli AA. accet- 
tata, della idropirimidina-idrasi, enzima che 
per intervento di una molecola d’acqua con- 
diziona la trasformazione reversibile della 
diidro-pirimidina nel carbamil-aminoacido cor- 
rispondente con un meccanismo analogo per 
l’'acido orotico, la timina e l'uracile (35, 42, 48); 


3) la possibilita, per altro solo ammessa 
da Grisolia e Coll. (42, 54) e da Fink e Coll. (41), 
che estratti batterici o preparazioni mitocon- 
driali di fegato di ratto operino la biosintesi 
di carbamil-beta-alanina da beta-alanina e 
carbamil-fosfato. La formazione di questo 
composto, prima nella possibile _biosintesi 
dell’uracile &é, come noto, sicuramente dimo- 
strata per il composto corrispondente nella 
biosintesi dell’acido orotico. 

L’insieme di questi dati ottenuti in vitro 
con sistemi purificati ha ricevuto una prima 
conferma da recenti esperienze con sistemi 
multienzimatici contenuti in frazioni cor- 
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SCHEMA 3° 
HN — C=0 HN C=0 
O=C C=aCHOH O=C ? 
HN —— CH HN — CH 
idrossimetil-uracile ufacil-5-carbossilico 
HN —— C=0 " 
O=C CH-CH, = O=c CH-CH, 
HN —— CH HN —— CH, HN —— CH, 
timina diidrotimina ac-B-ureido-isobutirrico 


NH, 


H,0 


CO. 


2 


CH 


c H-CH -COOH 


ac.-B-amino-isobutirrico 


BIOSINTESI E DEGRADAZIONE DELLA TIMINA 


puscolate di fegato di specie animali diverse 
(ss, 56). Queste ricerche hanno dimostrato 
che tutti gli intermedi collegati alla degrada- 
zione riduttiva dell’uracile (57, 58), oltre al- 
l’acido alfa-amino-butirrico ($9), sono validi 
precursori pirimidinici essendo incorporati 
nelle RNA-pirimidine, senza un’interconver- 
sione tra idropirimidine ed acido orotico. 
Quanto riferito si inquadra nell’ipotesi che 
alle diverse basi pirimidiniche non si ac- 
ceda unicamente attraverso la biosintesi del- 
l’acido orotico e da questo attraverso processi 
di interconversione, ma tramite un mecca- 
nismo di biosintesi diretta da composti sem- 
plici e per intervento di una serie di reazioni 
operanti sia nel senso della biosintesi che in 
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quello del catabolismo. Il fenomeno acqui- 
sterebbe un interesse particolare se collegato 
alle recenti ricerche di Canellakis (44) che 
indicherebbero, come gid noto per |’acido 
orotico (60), un meccanismo omeostatico di 
regolazione che unitamente ad altri fattori 
condizionerebbe il tasso di biosintesi pirimi- 
dinica. 

L’esistenza di processi distinti non si limita 
soltanto alla formazione della base libera, ma 
si riferisce anche a quella del nucleotide, come 
indicherebbero recenti ricerche, le quali dimo- 
strano come sia possibile arrivare all’acido uridi- 
lico non soltanto per una reazione di decarbossi- 
lazione (25) ma per meccanismo diretto (61, 
62). Il fenomeno é operato sia per intervento 
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di un solo enzima, l’uracil-fosforibosil-pirofo- 
sforilasi (61) che, con un meccanismo analogo 
a quello della formazione di orotidina 5-P 
condiziona, in presenza di uracile e PRPP(*), 
la formazione di uridina-s-P e PP, sia per 
intervento di due enzimi: la pirimidina nu- 
cleoside-fosforilasi ¢ la uridina-cinasi (43, 62; 
schema 4°). 

Un problema che non possiamo tralasciare 
é quello relativo alla possibilita che la bio- 
sintesi pirimidinica, come gia quella purinica, 
proceda attraverso i ribosidi o i ribotidi aci- 
clici piuttosto che attraverso le basi libere. 
Esistono infatti ricerche in vitro (55, 56) che 
dimostrano che precursori delle RNA-piri- 
midine possono essere rappresentati dal 
diidrouracile-ribotide, dalla carbamil-beta-ala- 
nina-riboside e ribotide. Il dato @ certamente 
interessante € speriamo possa essere ulterior- 
mente indagato. 

Concludiamo riassumendo che le recenti 
acquisizioni nel metabolismo delle pirimidine 
ci propongono un fatto nuovo: quello di una 
biosintesi pirimidinica non necessariamente 
collegata alla biosintesi dell’acido orotico e che 
percorre invece un’unica via operante sia 
nella biosintesi che nel catabolismo attraverso 
una serie di reazioni tutte reversibili e perfet- 
tamente analoghe a quelle gia note per Pacido 
orotico. 

Se cosi sara confermato, non sara possibile 
mantenere una distinzione tra biosintesi e 
catabolismo delle basi pirimidiniche; questo 
ultimo processo indichera infatti solo la de- 
gradazione ossidativa batterica della timina e¢ 
dell’uracile fino ad acido barbiturico ed acido 
5-metil-barbiturico (63, 64, 65, 66, 67) e quella 
pure ossidativa della timina ad opera di fet- 
tine di fegato di ratto fino a §-idrossimetil- 
-uracile acido uracil-s-carbossilico (39), es- 
sendo entrambe costituite da reazioni irre- 
versibili. 

Non é possibile perd chiudere questo primo 
aspetto di metabolismo pirimidinico senza 
ricordare che numerose ricerche tendono ad 
infirmare una partecipazione delle idropiri- 
midine (25, 43, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74); 


(*) Fosforibosilpirofosfato. 


e dei prodotti ad esse collegati, alla biosintesi 
pirimidinica. Ci limitiamo ad accennare il 
problema perché la sua esposizione ci porte- 
rebbe troppo lontani; scopo d’altra parte della 
presente trattazione é quello di introdurre 


nuovi elementi alla conoscenza di questo 
argomento, lasciando poi il compito alle suc- 
cessive ricerche di dare una definitiva risposta 
ai quesiti sopra enunciati. 


2 — ALCUNI ASPETTI DELL INTERCONVERSIONE 
DELLE BASI PIRIMIDINICHE. 


Il problema dell’interconversione, se pure 
adombrato, come abbiamo visto in questi 
ultimi tempi, dalle ricerche riferite, & tuttora 
considerato il meccanismo attraverso il quale 
é possibile spiegare la formazione di timina in 
alcuni organismi, quello della 5-idrossimetil- 
-citosina in cellule di E.coli infettate con T 
batteriofagi. 

A questo particolare aspetto dell’intercon- 
versione pirimidinica sara limitata la nostra 
esposizione, rappresentando forse questo il 
capitolo centrale del problema stesso. La for- 
mazione delle due basi pirimidiniche sara 
oggetto di un’unica trattazione, essendo carat- 
terizzata da elementi comuni ad entrambe e 
forse espressione di un’unica sequenza meta- 
bolica. 

Gli elementi comuni e di carattere generale 
sono: 


1) Pinterconversione é operata a livello 
nucleosidico e nucleotidico (71, 75, 76); 


2) il gruppo metilico della timina pud 
derivare da sorgenti di unita monocarboniose 
rappresentate principalmente da formiato C1 
(77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85); serina 3C*4 
(75, 85, 86, 87, 88); formaldeide C** (73, 79, 
88); glicina (86, 87) e metionina 
C™ (80, 89) in tessuti normali e patologici 
di organismi superiori. Il gruppo metilico della 
timina o idrossimetilico della idrossimetil-ci- 
tosina nei DNA di microrganismi o di bat- 
teriofagi, sembra derivare dalla formaldeide C™* 
(90), dalla serina 3C™ (91, 92) © dalla glicina 
2C* (91, 92); non dal formiato C™ (92) né 
dalla metionina (91, 93). 
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SCHEMA 4° 


HN —— C=0 
0=C CH 
HN —— C-COOH 
ac. orotico 
Pp 
PRPP 
HN ——G=0 HN Cz0 
| | 
O=C CH O=C CH 
HN —— I N —— C-COOH 
ufacile 
R-5-PO, 
R-1-P PRPP 
PO orotidina-5-P 
PP co, 
HN — C=0 HN — C=0 N =— C=NH 
ous: 
CH O=C CH > 0=C CH 
ine 
R R-S-PO, R-5-PO, 
uridina uridina-5'-P citidina-5-P 


INTERCONVERSIONE PIRIMIDINICA 
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In tali processi di metilazione o di idrossi- 
metilazione é sicuramente dimostrata la par- 
tecipazione di derivati dell’acido folico come 
cofattori del trasferimento dell’unita mono- 
carboniosa. La dimostrazione di questo dato 
é stata ottenuta con numerose ricerche su 
tessuti normali e patologici di organismi su- 
periori (77, 84, 86, 87, 94, 95, 96) e su micror- 
ganismi (92) ed é avvalorata dal fatto che la 
aminopterina esercita un’azione inibente su 
uesto fenomeno (84, 86, 87), inibizione rimossa 
3 aggiunta di Citrovorum Factor (77, 92, 94, 
95, 96); 


3) come precursori delle basi pirimidi- 
niche stesse possono funzionare i nucleosidi o 
i nucleotidi dell’uracile e della citosina (71, 73, 
75, 80, 82, 85, 88, 90, 96, 97, 98, 99, 100, IOI, 
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110). 


Su questi elementi di relativa sicurezza, qui 
certamente molto schematizzati, se ne inse- 
riscono altri ancora oscuri, quali, ad esempio, 
quello molto importante della possibilita o 
meno da parte delle basi precursori di fun- 
zionare come accettori diretti del gruppo 
metilico. 

Infatti sia dal punto di vista chimico sia in 
analogia con le reazioni biochimiche di tran- 
smetilazione gia conosciute, che avvengono 
solo su atomi di N e di S, sembra improbabile 
che la timina o un suo derivato sia formata 
da una metilazione diretta dell’uracile. Si po- 
trebbe ammettere che il gruppo metilico della 
timina derivi dall’ossidazione del gruppo 
idrossimetilico delle idrossimetil-pirimidine, 
quantunque non esistano presupposti biochi- 
mici tali da ammettere I’allontanamento di 
un atomo di O da un gruppo idrossimetilico, 
appartenente ad un anello pirimidinico insa- 
turo, nel corso della sua trasformazione a 
gruppo metilico. In base a queste considera- 
zioni alcuni AA. americani hanno prospettato 
l'ipotesi che il vero precursore della timina 
sia una irimidina o 

schema 5° 


un suo derivato (68) attraverso 
riportato a pagina seguente (73). 
Questo siete, inizialmente ipotetico, ha 
successivamente ricevuto una serie di conferme, 
sia pure indirette, biochimiche e chimiche. 


Le prime sono principalmente rappresen- 
tate da: 

1) la possibilita di formare a livello nu- 
cleotidico, con estratti di E.coli infetti e non, 
la seguente reazione (90): 


acido desossicitidilico + formaldeide THFA — 
acido 


2) la possibilita di ottenere, sempre con 
estratti di E.coli infetti e non, la seguente 
reazione (109): 


HCHO + 2H + THFA — 
— acido timidilico 


acido desossiuridilico + 


3) la possibilita di ottenere con estratti 
privi di cellule (E.coli) la trasformazione (111): 
— acido timidilico 
desossiuridina + serina 
| timidina 
acido §-idrossimetiluridilico 
e corrispondenti nucleosidi 


4) Tisolamento dell’acido diidrocitidilico 
dal fegato di ratto (106); 

5) la possibilita che il desossiriboside del 
diidrouracile possa essere fosforilato (71); 

6) la possibilita, gia considerata, di for- 
mare diidrouracile o idrossimetiluracile ri- 
spettivamente nel corso delle degradazioni 
reversibili dell’uracile e dell’ossidazione irre- 
versibile della timina. 

La seconda conferma, quella cioé di carat- 
tere chimico, deriva dalla possibilita di otte- 
nere chimicamente timina o timidina nel 
corso dell’idrogenazione catalitica dell’idros- 
simetiluracile o del suo desossiriboside (73, 
III, 112). 

L’interesse di questo schema risulta percid 
assai chiaro; basti infatti pensare che gli idros- 
simetil- e metil-derivati delle pirimidine po- 
trebbero, secondo una tale raffigurazione, 
essere formati attraverso un’unica catena di 
reazioni e che i diidroderivati e gli idrossimetil- 
derivati sono pure collegati ai processi di 
biosintesi pirimidinica. 

Cid potrebbe rappresentare il substrato di 
quei processi di enzimatico che 
orienterebbero verso l’uno o verso l'altro 
meccanismo di biosintesi caratteristici di al- 
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SCHEMA 5° 
riboside timidina 
uracile-desossi +"C 
ribotide ac. timidilico 
deriv.ac. 
riboside 5 idrossimetil-citidina 
citosina-desossi 7%. 
ribotide ac.5-idrossimetil citidilico 
N == C-X 
== 
O=C X =OH per Iuracile, NH, per la citosina 
| H 
| R=H 0 desossiriboside o desossiribotide 
| 
+2H ¢CH,OH 
C-X N= C-X N === C-X N C-X 
H s ——e 0= =CH 
N——CH N—C N —CH 
‘ | 
| | H | 
~ R R R 
N === C-X 
“CH,OH | | +2H 
0=C C-CH,OH 


POSSIBILI VIE DI FORMAZIONE DELLE IDROSSIMETIL- E METIL-PIRIMIDINE 
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cuni tessuti tumorali e di organismi batterici, 
come é stato ancora recentemente prospettato 
da tutta una serie di AA. (43). 


3 — ENZIMI COLLEGATI ALLA DEGRADAZIONE 
REVERSIBILE DELL ACIDO OROTICO, DEL- 
L’URACILE E DELEA TIMINA. 


Riportiamo in questo capitolo solo alcune 
notizie riguardanti tali enzimi, e pit precisa- 
mente quelle recentemente apparse ¢ relative 
alla purificazione degli enzimi in questione. 


Acido orotico. 


Gli enzimi interessati nel metabolismo del- 
lacido orotico sono stati purificati e studiati 
in diversi microrganismi (114, 115, 116); 
per tutte le notizie relative rimandiamo ai 
singoli lavori sperimentali. 


Diidro-orotico-deidrogenasi. 


Accenneremo solo ad alcuni lavori recen- 
temente comparsi sull’isolamento della diidro- 
-orotico-deidrogenasi, in quanto i dati otte- 
nuti hanno permesso di classificare |’enzima 
tra le flavoproteine (113, 114). 

Il risultato particolarmente interessante 
se si considera che per molto tempo |’enzima 
fu classificato tra le deidrogenasi piridiniche 
aventi per coenzima il DPN. La ragione di 
tale primitiva classificazione era dovuta al 
fatto che in un sistema contenente |’enzima 

arzialmente purificato, la trasformazione del- 
Pacido orotico in acido diidro-orotico era 
proporzionale alla concentrazione del DPNH, 
assente in mancanza del coenzima. Tutto pro- 
cedeva come se I’H che interveniva nella rea- 
zione di riduzione dell’acido orotico prove- 
nisse dal DPNH, dato in certo modo confer- 
mato dalla dimostrazione che la diidro-oro- 
tico-deidrogenasi aveva una specificita sterica 
per l'H del DPNH in posizione alfa. Oggi, 
pur con la conferma di tali dati sperimentali, 
alcuni AA. americani hanno purificato la 
diidro-orotico-deidrogenasi (113, 114) otte- 
nendo prove convincentissime  sull’esistenza 
di un gruppo prostetico saldamente legato 
alla proteina enzimatica e costituito dal FAD 
e cid ha appunto permesso a questi AA. 
di classificare l’enzima tra le flavoproteine. 


Essi hanno pure dimostrato che la reazione 
catalizzata dalla diidro-orotico-deidrogenasi 
riconducibile a un processo di ossido-riduzione 
del substrato avente come coenzima il FAD, 
che é l’agente riduttore specifico, mentre si 
deve con ogni probabilita ammettere che il 
DPN sia solo indirettamente collegato alla 
reazione, intervenendo quale fattore indispen- 
sabile per la riduzione del FAD stesso. 

Cid é dimostrato dal fatto che durante la 
trasformazione acido orotico — acido di- 
idro-orotico non si ha un passaggio diretto 
di H dal DPNH al substrato; dal fatto che 
l’enzima in presenza di acido diidro-orotico ri- 
duce il blu di metilene, indipendentemente 
dalla presenza del DPN ed ancora che in 
anerobiosi l’acido diidro-orotico determina 
una decolorazione del colore giallo caratte- 
ristico della flavoproteina, mentre |’O, ripri- 
stina tale colorazione. 

Un’ulteriore conferma che il DPNH possa 
funzionare quale fattore di riduzione del FAD 
stesso si pud ricavare da recenti ricerche di- 
mostranti che l’enzima purificato, diidro- 
-orotico-deidrogenasi, l’ossidazione, 
in opportune condizioni, del DPNH da parte 
dell’O,. 

Per quanto riguarda l’intervento del DPN 
nella suddetta reazione, sul cui significato nel 
senso indicato ¢ nei diversi organismi tutti 
gli AA. sono d’accordo, solo Reynolds e 
Coll. (115) avrebbero al contrario dimo- 
strato che organismi batterici aerobici appar- 
tenenti ai Corynebacterium richiederebbero la 
presenza di TPN anziché di DPN. 

Abbiamo fermato la nostra attenzione un 
po’ dettagliatamente su questo processo per- 
ché una trasformazione della base nel diidro- 
derivato corrispondente é reazione comune 
anche al metabolismo della timina e del- 
luracile, pur essendo la loro reciproca tra- 
sformazione collegata al TPN e non al 
DPN. 

Poco si sa su queste reazioni, come vedremo, 
ma l’analogia della trasformazione che su- 
bisce l’anello pirimidinico nei tre casi ci in- 
coraggia ad ammettere, almeno in via ipote- 
tica, che anche per le altre basi sia operante un 
meccanismo del tipo di quello dimostrato 
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per l’'acido orotico. Gli enzimi_ responsabili 
della biosintesi dell’acido orotico negli orga- 
nismi animali non sono stati fino ad ora 
purificati; sappiamo solo che essi sono con- 
tenuti nelle diverse frazioni corpuscolate di 
fegato di ratto (21). 


Timina e uracile. 


Le attivita enzimatiche che operano la 
degradazione reversibile delle suddette basi 
sono presenti nel fegato e nel rene di ratto, cavia, 
scimmia, coniglio e vacca (35), di piccione (42) 
e di vitello (35, 42). Nel fegato di ratto tali 
sistemi multienzimatici sono presenti nella 
frazione solubile non sedimentabile a 100.000 
per grammo (30, 38, 42, 43). 

I] sistema multienzimatico scarsamente 
attivo nel tumore ascite di Ehrlich (43), nel- 
l’epatoma di topo, nel fegato rigenerante e 
nell’intestino di ratto (44). 

Nei microrganismi é presente nel Saccaro- 
myces cerevisiae e Torula utilis (49), nello 
Zymobacterium oroticum, Clostridium uracilicum 
ed in alcune varieta di Corynebacterium (53, 
54, 56), nella Neurospora crassa ed assente in 
alcuni ceppi di Streptococco (52). 


Idropirimidina-deidrogenasi. 
L’enzima catalizza la seguente reazione: 
idropirimidina + TPN — 

— pirimidina + TPNH + H* 
ed é stato parzialmente purificato dal fegato 
di bue (47) e dal Clostridium uracilicum (53). 

Caratteri comuni ai due enzimi sono la re- 
versibilita della reazione sicuramente dimo- 
strata con l’enzima parzialmente purificato dal 
fegato di bue (47) e dal Clostridium uracilicum 
(53); reversibilita peraltro ancora discussa per 
l’enzima presente nel fegato di ratto. 

Fritzson e Coll. (31) e Fink (32) avrebbero 
infatti osservato che una trasformazione ura- 
cile — diidrouracile non é reversibile in fet- 
tine di fegato di ratto. L’optimum di attivita 
é a pH fisiologico. L’equilibrio della reazione 
é spostato verso la formazione del diidro- 
derivato. 

Per gli organismi animali la reazione sarebbe 
collegata alla presenza del TPN mentre per 
il Clostridium uracilicum sarebbe invece col- 
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legata a quella del DPN (53). Recente- 
mente Mokrasch e Coll. (45) avrebbero puri- 
ficato dal fegato di ratto un sistema enzimatico 
operante le reazioni tra acido 5-uridilico e 
DPNH o acido diidrouridilico e DPN. 

L’ idropirimidina-deidrogenasi _ purificata 
dal fegato di bue ha uguale affinita per le due 
basi e per i due diidroderivati, mentre quella 
ottenuta dal Clostridium uracilicam solo per 
l’uracile. 


Idropirimidina-idrasi. 
L’enzima catalizza la seguente reazione: 
+ (HgO) 


idropirimidina carbamil-aminoacido 


L’attivita enzimatica é presente nel fegato 
di bue (46), di ratto, di vitello e di piccione 
mentre non é rilevabile nel cervello, muscolo, 
cuore di ratto o in alcuni ceppi di Streptococco ; 
é localizzata nella frazione solubile del fegato 
di ratto (42). 

L’enzima recentemente purificato dal fegato 
di vitello é specifico per i diidroderivati, i 
corrispondenti carbamil-aminoacidi e per 
lidantoina, tanto che si ammette una identita 
tra .questo enzima e [idantoina peptidasi 
(116). 

Il pH ottimale della reazione ¢ compreso tra 
10 circa considerando che per l’apertura 
dell’anello tale valore @ spostato verso il lato 
alcalino mentre per la chiusura verso quello 
acido. 

Dati interessanti ottenuti sempre sull’enzima 
purificato sono le differenti aftinith di questo 
per i tre substrati e cosi pure l’attivazione da 
metalli che si manifesta solo quando il sub- 
strato ¢ il diidrouracile (48). 


RIASSUNTO 


I dati pit recenti ottenuti in ricerche in vivo e 
in vitro con organismi superiori e microrganismi 
sul metabolismo dell’acido orotico, della timina e 
dell’uracile hanno permesso di impostare nuove 
concezioni sul metdbehionn di questi composti. 
stato infatti dimostrato che il catabolismo della ti- 
mina e dell’uracile in tali organismi ¢ operato a mezzo 
di una degradazione riduttiva reversibile delle basi 
stesse attraverso tutta una serie di composti rappre- 
sentati dai diidroderivati, dai carbamil-aminoacidi 
e da altri metaboliti analoghi a quelli incontrati nel 
corso della degradazione reversibile dell’acido orotico. 
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Questi dati, tuttora oggetto di studio e di conferma 
da parte di numerosi AA., permettono di inquadrare 
in un unico processo metabolico il catabolismo e la 
biosintesi della timina e dell’uracile e di prospettare 
il problema di una biosintesi pirimidinica diretta, 
non necessariamente collegata a quella dell’acido 
orotico, come fino ad ora era stata considerata. Lo 
schema che permette di spiegare la formazione delle 
basi libere timina e uracile é stato arricchito da altre 
osservazioni che hanno dimostrato la possibilita di 
una trasformazione diretta di tali basi nei nucleosidi 
o nucleotidi corrispondenti. Nella presente trattazione 
vengono pure sommariamente riferiti alcuni dati 
sugli enzimi impegnati nel metabolismo delle basi 
pirimidiniche. Particolare attenzione viene rivolta 
alla diidro-orotico-deidrogenasi, la cui recente clas- 
sificazione tra le flavoproteine apre nuovi ed in- 
teressanti problemi sui requisiti coenzimatici delle 
diidropiridine-deidrogenasi. Nel corso dell’esposi- 
zione viene pure sommariamente trattato il eulliinn 
dell’interconversione delle basi pirimidiniche, la cui 
trattazione viene limitata in modo particolare alla 
formazione delle diidro-s-idrossimetil-pirimidine e 
della loro importanza quali precursori delle metil- 
pirimidine. 


RESUME 


Quelques aspects de la biosynthése et du catabolisme des 
pyrimidines. 


Les données les plus récentes obtenues au cours de 
recherches in vivo et in vitro, effectuées sur des orga- 
nismes supérieurs et des micro-organismes en vue 
d’étudier le métabolisme de l’acide orotique, de la 
thymine et de luracile, ont permis d’arriver 4 de 
nouvelles conceptions en ce qui concerne le méta- 
bolisme de ces composés. Il a été prouvé en effet que 
le catabolisme de la thymine et de lPuracile chez les 
organismes en question a lieu au moyen d’une dé- 
gradation réductrice réversible des bases étudiées, 
a travers toute une série de composés consistant 
dans les dihydrodérivés et dans les carbamyl-amino- 
acides et autres métabolites analogues 4 ceux que 
l'on trouve au cours de la dégradation réversible de 
l’acide orotique. Ces données, que de nombreux 
auteurs se proposent encore d’étudier et de confirmer, 
permettent d’inscrire dans un seul et unique processus 
métabolique le catabolisme et la biosynthése de la 
thymine et de luracile et d’envisager le probléme 
dune biosynthése pyrimidique directe, c’est-a-dire 
non nécessairement Jiée a celle de l’acide orotique 
comme on le croyait jusqu’ici. Le schéma qui permet 
d’expliquer la formation des bases libres thymine et 
uracile a été enrichi d’autres résultats qui ont montré 
la possibilité d’une transformation directe de ces 
bases en leurs nucléosides ou nucléotides respectifs. 
Dans le présent travail les auteurs font en outre suc- 
cinctement état de quelques données sur les enzymes 
intervenant dans le métabolisme des bases pyrimi- 
diques, eu particuli¢rement égard 4 la dihydro-oro- 
tico-déshydrogénase dont la récente classification 


parmi les flavoprotéines ouvre de nouvelles et intéres- 
santes perspectives a ]’étude des propriétés co-enzy- 
matiques de la déshydrogénase des Tictensiaddinn 
Au cours de leur exposé, les auteurs envisagent 
d’autre part, dans ses grandes lignes, le probléme de 
l’interconversion des bases pyrimidiques, qu’ils consi- 
dérent surtout par rapport a la formation des dihy- 
dro-s-hydroxy-méthyl-pyrimidines et 4 leur impor- 
tance en tant que précurseurs des méthyl-pyrimidines. 


SUMMARY 
Some aspects of biosynthesis and catabolism of pyrimidines. 


Following the results of recent investigations, 
carried out in vivo and in vitro, on macro- and micro- 
-organisms, concerning the metabolism of orotic 
acid, thymine and uracil, new concepts have been 
established on the metabolism of these compounds. 
In fact it has been demonstrated the catabolism of 
thymine and uracile in living organisms is carried 
out by means of a reversible reductive breakdown 
of these bases through a whole series of compounds: 
dihydro-derivatives, carbamyl-amino-acids and other 
metabolites, similar to those obtainable in the rever- 
sible breakdown of orotic acid. These data, which 
are now being studied and confirmed by various 
authors allow to think of catabolism and biosynthesis 
of thymine and uracil in terms of one metabolic 
process and to postulate the possibility of a direct 
pyrimidine synthesis, not necessarly connected with 
the synthesis of orotic acid as it was previously 
supposed. The scheme which explains the formation 
of the free bases thymine and uracil has been enriched 
with other observations showing the possibility of 
a direct transformation of these bases into nucleosides 
or nucleotides. In this paper are also summarized 
some facts concerning the enzymes involved in the 
metabolism of pyrimidinic bases. Special attention 
is given to dihydroorotic-dehydrogenase; the fact 
that this enzyme has been recently classified among 
the flavo-proteins opens new and interesting que- 
stions about the coenzymatic requirements of dihydro- 
pyridine-dehydrogenases. The problem of inter- 
conversion of pyrimidinic bases is briefly discussed 
with special reference to the formation of dihydro- 
-s-hydroxymetyl-pyrimidines and their importance 
as precursors of methyl-pyrimidines. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Einige Besonderheiten der Biosynthese und des Katabo- 
lismus der Pyrimidine. 


Die neuesten durch in vivo und in vitro Versuche 
an hGdheren Lebenswesen und Mikroorganismen 
gewonnenen Resultate iiber den Stoffwechsel der 
Orotsaure, des Thymins und des Uracyls rechtfertigen 
nun neue Begriffe beziiglich des Stoffwechsels dieser 
Substanzen. Es ist ja nun bewiesen, dass der Thymin- 
und Uracylkatabolismus bei den genannten Orga- 
nismen durch eine reversible, reduktive Spaltung 
zustande kommt, und zwar, ausgehend von den 
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Basen selbst, durch eine ganze Reihe verschiedener 
Verbindungen: von den Dihydroderivaten, Carba- 
mylaminosauren und von anderen Abbauprodukten, 
welche mit denjenigen verwandt sind, die im Laufe 
der reversiblen Spaltung der Orotsdéure zu finden 
sind. Diese, heute noch unter Priifung und eventuel- 
ler Bestatigung von Seiten vieler Autoren stehenden 
Angaben, erlauben jedoch die Einreihung in einen 
gemeinsamen Stoffwechselprozess, sei es des Kata- 
bolismus, als auch der Biosynthese des Thymins und 
des Uracyls. Es ist jetzt auch méglich, die Frage 
einer direkten pyrimidinischen Synthese zu stellen, 
denn diese, im Gegensatz zu den bis heute geltenden 
Ansichten, ist nicht unbedingt mit der Orotsadure- 
synthese verbunden. Das die Entwicklung der 
freien Basen Thymin und Uracy] darstellende Schema 
wurde nun durch weitere Beobachtungen bereichert, 
sodass es méglich ist, die direkte Umwandlung dieser 
Basen in die entsprechenden Nukleoside oder Nu- 
kleotide zu erklaéren. In der vorliegenden Arbeit 
werden auch einige Angaben iiber die an dem Stoff- 
wechsel der pyrimidinischen Basen beteiligten Enzyme 
zusammenfassend wiedergegeben. Besondere Auf- 
merksamkeit wird auch der Dihydroorotsaure-Dehy- 
drogenase gewidmet. Ihre neueste Klassifikation 
unter die Flavoproteine gibt jetzt in der Tat einen 
neuen und interessanten Beitrag zur Frage der koen- 
zymatischen Eigenschaften der Dihydropyridin-De- 
hydrogenase. Das Problem der Interkonversion der 
pyrimidinischen Basen wird hier auch behandelt, 
vor allem was die Entwicklung der Dihydro-s-hy- 
droxymethyl-pyrimidine und ihre Wichtigkeit als 
Vorstufe der Methyl-pyrimidine anbelangt. 


RESUMEN 


Algunos aspectos de la biosintesis y del catabolismo de 
las pirimidinas. 


Los datos mas recientes obtenidos en el curso de 
investigaciones in vivo e in vitro realizadas con orga- 
nismos superiores y microorganismos sobre el meta- 
bolismo del Acido orético, de la timina y del uracil, 
han permitido llegar a nuevas concepciones acerca 
del metabolismo de estos compuestos. En efecto, se ha 
demostrado que el catabolismo de la timina y del uracil 
en dichos organismos se verifica por medio de una 
degradacién reductora reversible de estas bases a 
través de toda una serie de compuestos que consisten 
en los dihidroderivados y en los carbamil-aminoaci- 
dos y otros metabolitos analogos a los encontrados en 
el curso de la degradacién reversible del Acido orético. 
Estos datos, todavia objeto de estudio y confirmacién 
por parte de numerosos autores, permiten encuadrar 
en un tnico proceso metabdlico el catabolismo y 
la biosintesis de la timina y del uracil, y plantear 
el problema de una biosintesis pirimidinica directa, 
es decir no necesariamente ligada a la del Acido 
orético como se habia creido hasta ahora. El esquema 
que permite explicar la formacién de las bases libres 
timina y uracil ha sido enriquecido por otras observa- 
ciones que han demostrado la posibilidad de una trans- 
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formacién directa] de tales bases en ‘sus nucledsidos 
o nucledtidos respectivos. En el presente trabajo 
también se refieren sumariamente algunos datos 
sobre las enzimas que intervienen en el metabolismo 
de las bases pirimidinicas, sobre todo con respecto 
a la dihidro-orético-deshidrogenasa cuya clasifica- 
cién reciente entre las flavoproteinas abre nuevas 
e interesantes perspectivas al estudio de las propieda- 
des coenzimicas de la deshidrogenasa de las dihidro- 
pirimidinas. En el curso de su exposicién los autores 
tratan ademas sumariamente el problema de la inter- 
conversién de las bases pirimidinicas, aunque sdlo 
en lo que atafie a la formacién de las dihidro-s-hi- 
droximetil-pirimidinas y a su importancia como 
precursores de las metil-pirimidinas. 
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I coenzimi citidilici 


G. FORNAINI - G. SEGNI 


Con il nome di « coenzimi citidilici » viene 
indicata una classe di sostanze formate da un 
nucleotide citidilico legato con legame piro- 
fosforico a composti di varia natura (*). 

Le ricerche sulla partecipazione dei nucleotidi 
pirimidinici alla di composti di- 
versi dagli acidi nucleici, benché intraprese da 
poco pit di 8 anni, occupano ormai un vasto 
caste della Chimica Biologica. 

Negli anni 1949-1950 Caputto, Leloir e 
Coll., studiando il metabolismo del galattoso 
nel lievito, e Park e Johnson gli effetti della 
penicillina sui batteri, scoprirono, indipenden- 
temente gli uni dagli altri, la presenza di 
composti acido-solubili contenenti uracile. 

Mentre la letteratura sulle funzioni coen- 
zimatiche dei derivati dell’uridina @ oggi 
enorme, solo non oltre 3 anni fa Kennedy e 
Weiss dettero la prima dimostrazione di una 
funzione specifica dei nucleotidi citidilici in 
reazioni di vasta portata metabolica. 

Anche se i problemi concernenti i coenzimi 
citidilici sono lungi dall’essere risolti, una 
serie di felici esperienze ha assegnato a tali 
composti il ruolo di trasportatori di radicali 
attivi nella biosintesi dei fosfolipidi e per 
alcuni di essi siamo gia in grado di esporre in 
maniera definitiva la struttura, il meccanismo 
di biosintesi e quello di azione. 


(*) Nel presente lavoro vengono usate le seguenti abbrevia- 
zioni: CMP, CDP, CTP: citidina-5-mono-, di- e trifosfato; AMP, 
ADP, ATP: adenosina-5-mono-, di- ¢ trifosfato; GMP, GDP, 
GTP: guanosina-§-mono-, di- e trifosfato; IMP, IDP, ITP: inosi- 
na-§-mono-, di- e trifosfato; UMP, UDP, UTP: uridina-5-mono-, 
di- e trifosfato; DPN: difosfopiridin-nucleotide; FAD: flavina- 
denindinucleotide; CoA: coenzima A; DCC: N-N-dicicloesil- 


carboimide; P-colina (o PC): fosforilcolina; P-etanolammina 
(o PE): fosforiletanolammina; P-serina: fosforilserina; Glicero-P: 
glicerofosfato; ribitolo-P: ribitolofosfato; inositolo-P: inositolo- 
fosfato; P: ortofosfato inorganico; P-P: pirofosfato inorganico. 


In questa breve rassegna tratteremo dei mec- 
canismi di fosforilazione del mononucleotide 
citidilico, della biosintesi e del meccanismo 
d’azione dei coenzimi citidilici che da esso 
derivano e ne illustreremo i rapporti con altri 
nucleosidi-fosfati e coenzimi strutturalmente 
funzionalmente analoghi. 


FOSFORILAZIONE DELLA CMP 


La fosforilazione del nucleotide citidilico é 
problema di notevole interesse. Anche se 
affrontato solo di recente esso é perd inqua- 
drabile nei meccanismi generali di fosforila- 
zione interessanti i vari nucleosidi fosfati. 

L’introduzione di un gruppo fosforico nella 
CMP per formare CDP segue lo schema ge- 
nerale di sintesi dei nucleosidi difosfati: 


nucleoside-P-P-P nucleoside-P < 

— nucleoside-P-P + nucleoside-P-P 

Nel fegato di ratto, Herbert e Potter (1) 

hanno infatti dimostrato che tale fosforila- 
zione avviene secondo la reazione: 


ATP + CMP -— ADP + CDP 

La sintesi di CDP é percid analoga alle 
sintesi di ADP, UDP, GDP e IDP catalizzate 
dall’enzima « nucleoside-monofosfocinasi» e 
dimostrate nel rene di maiale (2), muscolo di 
coniglio (3) e lievito (4). 

Come I’enzima agente sui nucleotidi ade- 
nilici, guanilici, inosinici e uridinici anche 
quello fosforilante la CMP é presente nella 
frazione solubile ed anche ad esso spetta percio 
il nome di « nucleoside-monofosfocinasi ». 
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La nucleoside-monofosfocinasi, che agisce 
sulla CMP, si differenzia perd dalla nucleoside- 
-monofosfocinasi che agisce sugli altri nucleo- 
tidi perché é attiva solo in presenza di ATP. 
Non sono infatti dimostrate, per il momento, 
transfosforilazioni tra nucleotide citidilico e 
nucleotide citidilico, reazioni cioé a tipo mio- 
cinasico come avvengono tra gli altri nucleo- 
tidi non adenilici (5). 

La sintesi di CTP e CDP é stata dimostrata 
per ora avvenire solo secondo due meccanismi: 
uno segue lo schema generale di sintesi dei 
nucleosidi-trifosfati: 
nucleoside-P-P-P + nucleoside-P-P — 

— nucleoside-P-P + nucleoside-P-P-P 
e cioé secondo la reazione: 
ATP + CDP — ADP + CTP 

Come quello agente sui nucleotidi adenilici, 
guanilici, inosinici e uridinici l’enzima é pre- 
sente nei mitocondri ed anche esso é stato per- 
cid denominato « nucleoside-difosfocinasi » (1). 

Anche in questo caso perd la fosforilazione 
del nucleotide citidilico sembra avvenire solo 
in presenza di ATP. 

Pur necessitando di ulteriori conferme, la 
nucleoside-difosfocinasi, che agisce sui citi- 
dilici, sembrerebbe percid differenziarsi dal- 
l’analogo enzima fosforilante gli altri nucleo- 
sidi-difos ati che é attivo anche in assenza 
di nucleotidi adenilici. Possono cioé in questo 
secondo caso aversi transfosforilazioni tra 
nucleosidi di- ¢ trifosfati non adenilici (5). 

Il secondo meccanismo noto per sintetiz- 
zare CTP da CDP, che non richiede perd 
l’intervento di ATP, quello descritto da 
Kornberg (6) ¢ Strominger (7): 

fosfopiruvato + CDP <— piruvato + CTP 

Tale reazione é catalizzata dall’enzima « fo- 
sfopiruvico-cinasi» da muscolo di coniglio; 
accettore di fosfato, oltre alla CDP, pud es- 
sere qualsiasi altro nucleoside difosfato, che 
si trasforma cosi nel corrispondente trifosfato. 

Meccanismo percid anche questo di ordine 
generale per la fosforilazione dei nucleosidi 
difosfati. 

Caratteristica interessante dell’enzima « fo- 
sfopiruvico-cinasi» é la sua differente affinita 
per i nucleotidi purinici e pirimidinici; pit 
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attivi accettori di fosfato si sono infatti dimo- 
strati nell’ordine: ADP, GDP, IDP, UDP, 
CDP (100/19/12/3/2). 

Per sintetizzare CTP da CDP non sono 
conosciuti per il momento altri meccanismi; 
la CDP non sembra cioé poter funzionare 
da accettore diretto di fosfati in reazioni di 
fosforilazione ossidativa, come invece si verifica 
per altri nucleosidi-difosfati e innanzi tutto 
per ADP, la GDP l'IDP (8). 

La CTP, sintetizzata dalla CMP attraverso 
i descritti meccanismi, non é per il momento 
dimostrato poter funzionare z agente fosfo- 
rilante verso substrati quali il glucoso od il frut- 
toso-6-P, come invece si verificherebbe per altri 
nucleosidi-trifosfati diversi dall’ATP (9,10). 


STRUTTURA, BIOSINTESI] E MECCANISMO GENE- 
RALE D’AZIONE 


I derivati citidilici a funzione coenzimatica 
finora identificati sono 4: CDP-colina e 
CDP-etanolammina, isolate dal lievito, fegato 
di ratto e di gallina (11); CDP-glicerolo (12) 
e CDP-ribitolo (13) presenti nel Lactobacillus 
arabinosus. 

Altri coenzimi citidilici non ancora isolati, 
ma di cui si ammette la presenza nei mate- 
riali biologici, sono la CDP-serina (14), la 
CDP-inositolo (15) e la CDP-digliceride (16). 

La sintesi enzimatica dei coenzimi citidilici 
finora noti é un esempio del tipo fondamentale 
di sintesi dei nucleotidi pirofosfati scoperto da 
Kornberg (6) nel suo studio sulla biosintesi del 
DPN ed avviene secondo lo schema generale: 
nucleoside-P-P-P + P-R + 

— nucleoside-P-P-R + P-P 
R = radicale accettore 
e quindi nel caso specifico: 
CTP + P-R -—— CDP-R + P-P 

Il meccanismo di biosintesi dei coenzimi 
citidilici ¢ percid meccanismo di ordine ge- 
nerale come di ordine generale sono quelli 
interessati nella sintesi dei vari nucleotidi piro- 
fosfati, siano essi derivati dell’ATP, quali 
DPN, FAD (17) e CoA (18); dell’UTP, quali 
UDP-glucoso (19, 46), UDP-galattoso (20), 
UDP-acetilglucosammina (21) o della GTP, 
quale la GDP-mannoso (5, 49). 
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In accordo alla terminologia proposta da 
Kalckar e Klenow (22) agli enzimi catalizzanti 
la sintesi dei nucleotidi pirofosfati della citi- 
dina viene assegnato il nome di <« citidil-tran- 
sferasi» operando il trasferimento di un radi- 
cale citidlico dal pirofosfato ad un accettore. 

Le reazioni di biosintesi dei coenzimi citi- 
dilici finora sicuramente dimostrate sono solo 
due e cioé quelle portanti alla sintesi di CDP-co- 
lina ec CDP-etanolammina oltre alla scissione 
pirofosforolitica della CDP-glicerolo e CDP- 
-ribitolo. 


(cOP)-CH 
| | cH, 
COP-~colina 
(COP)-C 
HCOH 
| (OMHC CH(OH) 
HCOH 
| 
| 
(0 CH(OH) 

Gat 

CH(OH) 
(COP)= COP -inositoto ? 


Come chiaramente risultera nella trattazione 
dei singoli composti, lo schema generale di 
sintesi dei nucleotidi pirofosfati sembra essere 
seguito da tutti i coenzimi citidilici, noti o 
ipotetici, con una sola eccezione che riguarda 
la CDP-digliceride. 

Tale coenzima non sembra infatti venir 
sintetizzato attraverso la reazione logica tra 
CTP ed acido fosfatidico ma attraverso uno 
scambio di citidile tra CDP-colina ed acido 
fosfatidico. 

Il meccanismo d’azione finora sicuramente 
noto dei coenzimi citidilici ¢ quello di parte- 


cipare, nella forma di intermediari attivi, alla 
biosintesi dei fosfolipidi. 

Nel nucleotide a formula generale « citi- 
dina-P-P-R » il gruppo monofosforico della 
meta non nucleotidica (colina, etanolammina, 
ecc.) risulta infatti attivato in seguito alla sua 
trasformazione in pirofosforico (11) e pud 

rcid essere trasferito sul gruppo ossidrilico 
ibero di un accettore (D-1,2-digliceride, 
N-acilsfingosina, ecc.). 

Risultato di tali reazioni di trasferimento, 
operate da sistemi enzimatici specifici, é la 


(COP)-CH, (COP)-CH, 
CH-NH CH-OH 
2 3 
CH>0H 


COP-etanolammina COP~glicerolo 


(COP)-CH, (COP)-CH, 
HCOH CH-NH, 
HCOH coo” 
COP-serina ? 
HCOH 
| (COP)-CH 
CH-0H 
CDP-ribitolo CH-0-CO-R 
CH-0-CO-R 


COP-digliceride ? 


sintesi del fosfolipide ¢ liberazione di CMP 
secondo |’equazione generale: 


CDP-R + OH-accettore -~— fosfolipide CMP 


Tale schema generale sembra essere seguito 
in tutte le reazioni nelle quali i coenzimi citi- 
dilici funzionano, o @ ammesso funzionino, 
da trasportatori di radicali attivi nella sintesi 
dei fosfolipidi e rivela un interessante com- 
portamento di tali nucleotidi. 

Mentre infatti il meccanismo di sintesi dei 
coenzimi citidilici ¢ quello di ordine generale 
e valido per la biosintesi di tutti i nucleotidi 
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pirofosfati finora noti, quello di azione é, 
nel suo intimo, meccanismo biochimico nuovo. 


Se confrontiamo infatti il meccanismo 
d’azione dei coenzimi citidilici con quello di 
altri coenzimi ad essi strutturalmente e fun- 
zionalmente molto simili, e cioé i coenzimi 
uridinici, notiamo come le reazioni di trasfe- 
rimento catalizzate dalle due classi di composti 
siano alquanto diverse. 

Nella sintesi di saccaroso (23), trealoso-P (24), 
glicuronidi (25) e, come recentemente dimo- 
strato, in quella epatica di glicogene (26), i 
coenzimi uridinici funzionano da trasportatori 
di un radicale glucosidico con liberazione di 
un nucleoside-difosfato, UDP; in quella dei 
fosfolipidi i coenzimi citidilici trasportano 
invece un estere fosforico con liberazione di 
un nucleoside-monofosfato, la CMP. 


CDP-coLIna e CDP-ETANOLAMMINA 


Studiando l’incorporazione della P-colina P** 
come unita unica nei fosfolipidi, meccanismo 
scoperto per primi da Kornberg e Pricer (27), 
Kennedy e Weiss (28) trovarono che la reazione 
era possibile solo se si sperimentava con pre- 
parazioni grezze di ATP mentre non si aveva 
biosintesi di lecitine usando ATP ccristallino. 

Tale sintesi era percid condizionata dalla 
presenza, nelle preparazioni grezze di ATP, 
di un cofattore identificato con la CTP (29); 
0,05 micromoli di CTP + 5 micromoli di 
ATP erano piti attivi di 5 micromoli di ATP 
grezzo nel determinare la sintesi di lecitina 
da P-colina (30). 

La CDP-colina é stata sintetizzata chimi- 
camente (11) con il metodo di Khorana (31), 
basato sull’uso della DCC, per condensare un 
nucleotide con una base fosforilata: 


CMP + P-colina + RN=C=NR <— 
— CDP-colina + RNHCONHR 


Il composto cosi ottenuto si ¢ dimostrato 
pitt attivo precursore delle lecitine che non 
eguali quantita di CTP + P-colina. 

La CDP-colina é per ora l'unico coenzima 
citidilico ottenuto come sostanza: é una” pol- 
vere bianca, amorfa, igroscopica che si scioglie 
facilmente in acqua Pan soluzioni acide. 
E quantitativamente adsorbita su norite; lo 
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spettro di assorbimento nell’ultravioletto é tra 
245-300 millimicron. 

Il composto, sottoposto ad idrolisi acida, si 
scinde in CMP e P-colina; il ponte pirofo- 
sforico é perd molto resistente ottenendosi solo 
una idrolisi del 50% dopo trattamento con 
H,SO, N per 18’ a 100°. Pure molto resi- 
stente é il fosforo delle meta citidilica e coli- 
nica liberandosi solo il 7% del fosforo totale 
dopo idrolisi per 40’ in acido N. 

Enzimaticamente la CDP-colina non é at- 
taccata dalla fosfomonoesterasi e dalla s-nu- 
cleotidasi; & invece rapidamente scissa dalla 
nucleosidepirofosfatasi. 

Nelle vescicole seminali di ratto (32), l’at- 
tivita di tale enzima é talmente rapida ed in- 
tensa che per osservare sintesi di lecitina é 
necessaria la presenza di nucleotidi quali 
AMP, l’ATP o il DPN che proteggono com- 
petitivamente la scissione di CPP-colina. 

Enzimaticamente la CDP-colina viene sinte- 
tizzata ad opera di un sistema pirofosforilasico 
specifico secondo la reazione reversibile: 

CTP + P-colina —— CDP-colina + P-P 

L’enzima cui é stato dato il nome di « PC- 
-citidiltransferasi » ¢ ampiamente distribuito in 
natura (33). E stato ritrovato nel fegato di rat- 
to, cavia e maiale, nel cervello di vitello e di 
ratto, nel cuore e nei reni di ratto; é presente 
anche in alcune specie di uccelli, nelle carote e 
nel lievito. 

La PC-citidiltransferasi ¢ saldamente legata 
alla frazione mitocondriale, é attiva tra pH 
6,8-8,0 con un optimum a pH 7,2 e si conserva 
inalterata per diverse settimane a —15°. 

La sua attivita é condizionata alla presenza 
di cationi bivalenti e specialmente del Mg**; 
in presenza di forti quantita di tale catione non 
é poi inibita né da Cat*+ né da Ba*. 

Possiede la caratteristica di essere stabile a 
5§° cid serve a differenziarla dagli altri enzimi 
interessati nella sintesi di derivati citidilici 
diversi e dei fosfolipidi. 

Analogamente alla CDP-colina la CDP-eta- 
nolammina (30) é stata ritrovata presente nel 
fegato, cervello e lievito ed ottenuta per sintesi 
chimica con il metodo della DCC; non é 
stata isolata perd come sostanza ma solo come 
frazione cromatografica (11). 
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In preparati mitocondriali di fegato di ratto 
anche la sintesi enzimatica di CDP-etanolam- 
mina é stato dimostrato (30) essere catalizzata 
da un sistema pirofosforilasico specifico a cui 
é stato dato il nome di « PE-citidiltransferasi »: 


CTP + P-etanolammina — 
— CDP-etanolammina + P-P 


L’enzima, presente nei vari materiali bio- 
logici, non é stato ancora completamente 
caratterizzato. Le sue proprieta sembrano perd 
identiche a quelle della PC-citidiltransferasi, 
da cui si differenzia facilmente in quanto ter- 
molabile. 


SINTESI DEI FOSFOLIPIDI 


Le reazioni portanti alla sintesi enzimatica 
dei fosfolipidi contenenti cqlina ed etanolam- 
mina, sono, per il momento, le uniche sicura- 
mente dimostrate; CDP-colina e CDP-etano- 
lammina sono d’altra parte anche i soli coen- 
zimi citidilici perfettamente caratterizzati. 

Sintesi enzimatica di « fosfatidil-colina» da 
CDP-colina e D-1,2-digliceride @ stata dimo- 
strata da Kennedy e Weiss (30) in preparati 
enzimatici di fegato di ratto e pulcino, secondo 
la reazione: 


CDP-colina + D-1,2-digliceride — 
— fosfatidil-colina + CMP 


Tale reazione, consistente nel trasferimento 
dell’estere monofosforico della colina sul 
gruppo ossidrilico libero del digliceride, é 
catalizzata da un sistema enzimatico specifico 
cui é stato dato il nome di « PC-gliceridetran- 
sferasi ». 

L’enzima, presente nel fegato, lievito, cervello 
e vescicole seminali, si ritrova nella frazione 
mitocondriale; é attivo solo in presenza di 
Mg** o Mn** ed agenti emulsionanti quali sali 
biliari, digitonina, Tween 20 ed é fortemente 
inibito dal Ca++. La massima attivita si mani- 
festa alla temperatura di 45° ed a pH 8,6 in 
tampone tris-fosfati (34). 

La reazione PC-gliceridetransferasica ¢ per- 
fettamente reversibile: incubando infatti CMP 
marcata con P*®® si ritrova CDP-colina mar- 
cata per azione « citidolitica » dell’enzima sulle 
lecitine mitocondriali. 


La PC-gliceridetransferasi ¢ enzima altamente 
specifico: agisce infatti solo in presenza di 
CDP-colina e D-1,2-digliceride. UDP-colina, 
GDP-colina, acidi fosfatidici, 1,3-digliceridi 
e trigliceridi sono inattivi come precursori di 
lecitine (35). 

Tale alto grado di specificita non solo sotto- 
linea l’importanza dei coenzimi citidilici nel 
metabolismo dei fosfolipidi, ma anche quella 
dell’altro composto partecipante alla reazione 

Tale composto, originante dagli acidi fo- 
sfatidici per azione dell’enzima « acido-fosfa- 
tidico-fosfatasi », rivelandosi intermediario ob- 
bligatorio sia nella sintesi dei fosfolipidi che 
dei trigliceridi ci porta a considerare che tra 
queste due classi di sostanze esistano strette 
interrelazioni metaboliche. 

Analogamente alle lecitine anche le sfin- 
gomieline, pur non essendo glicerofosfatidi, 
contengono colina ed é percid logico che la 
CDP-colina partecipi wile alla sintesi di tali 
composti reagendo con N-acilsfingosina (ce- 
ramide). 

Nel fegato di pulcino (36) é stato infatti 
trovato presente un sistema enzimatico, ana- 
logo alla PC-gliceridetransferasi, che in pre- 
senza di CDP-colina e di uno sfingolipide 
attivo, ottenuto per parziale idrolisi di un 
cerebroside puro (frenosina) in miscela acido 
acetico-solforico, determina la sintesi di un 
fosfolipide avente le caratteristiche della sfin- 
gomiclina secondo la reazione: 


CDP-colina + N-acilsfingosina — 
— sfingomielina + CMP 


Come la PG-gliceridetransferasi l’enzima 
richiede la presenza di Mg++ o Mn** e di agenti 
emulsionanti. 

Sintesi di glicero-fosfatidi contenenti eta- 
nolammina é stata dimostrata in preparati 
di fegato di ratto (30) attraverso una reazione 
transferasica tra CDP-etanolammina e D-1,2- 
-digliceride: 

CDP-etanolammina + D-1,2-digliceride — 
— fosfatidiletanolammina + CMP 


Tale reazione é catalizzata da un sistema 
enzimatico specifico avente optimum di atti- 
vita a pH 7,4 circa in presenza di cationi 
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bivalenti. A tale enzima é stato dato il nome 
di « PE-gliceridetransferasi ». 

La prova della specificita dell’enzima, non 
ancora isolato, é stata ottenuta in base al diverso 
comportamento di preparati enzimatici di 
fegato di ratto nel catalizzare la sintesi di fo- 
sfatidilcolina e fosfatidiletanolammina da D-1,2- 
-digliceride, CDP-colina e CDP-etanolam- 
mina sintetiche. 

Mentre infatti gli omogenati grezzi cataliz- 
zano entrambe le sintesi, i mitocondri liofiliz- 
zati sintetizzano solo lecitina. 

Oltre alla sintesi dei gia ricordati fosfolipidi 
la CDP-colina e la CDP-etanolammina par- 
tecipano anche alla sintesi dei plasmalogeni (37). 

Un particolare enzima da fegato di ratto 
sembra infatti capace di determinare la sintesi 
di un acetal-fosfatide contenente colina da 
CDP-colina ed un « plasmalogeno digliceride » 
ottenuto per scissione enzimatica di un plas- 
malogeno contenente colina isolato dal cuore 


di bue: 


CDP-colina + plasmalogeno-digliceride — 
— acetal-fosfatidilcolina + CMP 


CDP-sERINA 


La presenza di CDP-serina nei tessuti non 
é stata ancora dimostrata (47) ed anche i 
tentativi di sintetizzare chimicamente il com- 
posto con il metodo della DCC sono stati 
finora infruttuosi (11) perché i gruppi am- 
minico e carbossilico della P-serina non pro- 
tetti partecipano entrambi alla reazione por- 
tando alla formazione di un composto com- 
plesso. 

Le analogie esistenti tra i glicerofosfatidi 
contenenti colina, etanolammina e serina sono 
perd notevoli sia dal lato strutturale che meta- 
bolico (38). 

In particolare il ruolo della CDP-colina e 
della CDP-etanolammina nel metabolismo 
delle lecitine e fosfatidiletanolammina rappre- 
senta una valida ipotesi (14), non solo per 
ammettere la presenza nei tessuti di CDP-serina 
ma per formularne anche il meccanismo di 
sintesi enzimatica e quello d’azione. 

Analogamente ai gia ricordati coenzimi 
citidilici la CDP-serina potrebbe venir sin- 
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tetizzata attraverso una reazione pirofosfori- 
lasica tra CTP e P-serina: 


CTP + P-serina ~— CDP-serina + P-P 


e funzionare hr da donatore di P-serina per 
la sintesi di fosfatidilserina: 


CDP-serina + D-1,2-digliceride — 
— fosfatidilserina + CMP 


CDP-GLICEROLO e CDP-RIBITOLO 


Dal Lactobacillus arabinosus sono stati iso- 
lati con eluzione cromatografica ed identifi- 
cati i coenzimi citidilici CDP-glicerolo (12) 
e CDP-ribitolo (13). 

La struttura di tali composti é stata dimo- 
strata mediante le seguenti prove: 

1) lidrolisi acida per 20’ libera CMP ed 
un estere fosforico; 

2) Vidrolisi in diluita libera CMP ed 
estere fosforico ciclico; 

3) trattando con veleno di Crotalus atrox 
si libera CMP, un estere fosforico e fosforo 
inorganico; 

4) nel caso della CDP-glicerolo l’estere 
fosforico é stato identificato come a-glicero- 
fosfato mediante confronto cromatografico 
con a-glicerofosfato sintetico dopo 
con periodato; 

5) nel caso della CDP-ribitolo l’estere 
fosforico é@ stato identificato come ribitolo-1 
(o 5)-fosfato paragonandolo con il prodotto 
ottenuto dal riboso-s-P. Tale estere fosforico 
é perd con probabilita un anidro-ribitolo. 


ur 


~ 


Una sintesi enzimatica di tali composti 
non é stata ancora dimostrata. 

La possibilita che anche essa decorra secondo 
il meccanismo fondamentale di sintesi dei 
nucleotidi pirofosfati: 


CTP + a-glicero-P (0 ribitolo-P) —~ 
“= CDP-glicerolo (o ribitolo) + P-P 


é perd convalidata dal fatto che in estratti 
acellulari di Lactobacillus arabinosus la CDP- 
-glicerolo e la CDP-ribitolo vengono scisse 
pirofosforoliticamente in CTP e glicero-P 
o ribitolo-P (39). 
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Le funzioni biologiche di tali composti sono 
per il momento sconosciute; viene pero presa 
in considerazione la possibilita che la CDP- 
-glicerolo e la CDP-ribitolo funzionino da 
intermediari attivi in reazioni di trasformazione 
od in processi di trasferimento interessanti il 
glicero-P ed il ribitolo-P. 

La possibilita di una partecipazione di tali 
coenzimi citidilici alla sintesi di sostanze com- 
plesse & poi suggerita dal fatto che in cel- 
lule fresche di Lactobacillus arabinosus (40), é 
stata trovata presente una sostanza ad alto peso 
molecolare, precipitabile con pari volumi di 
alcool, formata da un polisaccaride solubile in 
acqua ed esteri fosforici del glicerolo e ribi- 
tolo. 


CDP-INOSITOLO E CDP-DIGLICERIDE 


La formazione di derivati citidilici a fun- 
zione coenzimatica durante il metabolismo 
dei fosfolipidi contenenti inositolo é, per il 
momento, ipotetica benché esistano prove 
inconfutabili che la sintesi di tali composti 
avviene solo in presenza di nucleotidi citidilici. 

Le notizie che attualmente si hanno circa la 
possibile formazione di composti intermedi 
attivi tra CTP ed inositolo sono ricavate 
dallo studio del metabolismo nel fegato, 
pancreas, reni e cervello delle monofosfoino- 
sitidi la cui struttura, secondo Hawtorne (41), 
sembra stabilita in quella di un 1,2-digliceride 
legante l’inositolo con ponte fosforico. 

Nei sopra citati tessuti di ratto e cavia 
alto é il tasso delle monofosfoinositidi (42), 
nonché il contenuto in inositolo monofosfato 
libero (43), composto che logicamente pud 
essere considerato sia come prodotto di de- 
molizione che intermediario nella sintesi di 
inositol-fosfatidi. 

Sempre nel fegato di ratto é stata poi dimo- 
strata una fosforilazione dell'inositolo in pre- 
senza di ATP (43). 

L’inositolo-2-H? ed il P®2 incubati con fettine 
di tali tessuti hanno inoltre rivelato un alto 
turnover (15), mentre basso é quello del gli- 
cerolo (44). Tale differente comportamento 
lascia supporre che fosforo ed inositolo siano 
i composti che vengono trasportati sul digli- 


ceride durante la biosintesi di monofosfoino- 
sitidi. 

Tale biosintesi richiede la presenza di deri- 
vati citidilici; i mitocondri di rene di cavia 
sono infatti praticamente inattivi in assenza di 
CDP che non pud essere sostituita da GDP, 
UDP o IDP. 

Dei vari nucleotidi citidilici sperimentati, i 
pid attivi sono nell’ordine: CDP-colina, CMP, 
CDP’ « CTF. 

Sembrerebbe percid logico ammettere, anche 
nel caso delle fosfoinositidi, la formazione 
del composto intermedio attivo CDP-inositolo 
per azione citidiltransferasica tra CTP ed ino- 
sitolo-P: 


CTP + inositolo-P —+- CDP-inositolo + P-P 


La CDP-inositolo, reagendo con il digli- 
ceride, porterebbe poi alla sintesi di mono- 
fosfuinositide e liberazione di CMP: 


CDP-inositolo. + D-1,2-digliceride — 
— fosfatidil-inositolo + CMP 


Recenti ricerche (15) tendono perd a mettere 
in dubbio I’esistenza di tali reazioni, o per lo 
meno che esse possano avvenire nel rene, 
pancreas e cervello ove d’altra parte pit alto 
é il contenuto in fosfoinositidi. 

I dati riportati contro i meccanismi sopra 
descritti, di per sé possibili in base all’analogia 
con il comportamento degli altri coenzimi 
citidilici nel metabolismo dei fosfolipidi, sono 
i seguenti: 

1) impossibilita di dimostrare, nel rene, 
pancreas e cervello, sintesi di inositolo-P da 
inositolo ed ATP; 


2) la CTP é il composto meno attivo nello 
stimolare la sintesi di monofosfoinositidi e 
la CDP-colina il pit attivo; 


3) la sintesi di monofosfoinositidi si ottiene 
solo in presenza di acidi fosfatidici e non di 
digliceridi. 

In preparazioni mitocondriali di rene di 
cavia la sintesi di monofosfoinositidi ¢ infatti 
massima in presenza di CDP-colina, acidi 
fosfatidici e Mg++ a pH 7,2. 

Durante tale biosintesi ¢ ammessa la forma- 
zione del composto intermedio attivo CDP- 
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-digliceride (16) per azione transferasica tra 
CDP-colina ed acido fosfatidico: 

CDP-colina + ac. fosfatidico — 

— CDP-digliceride -+ P-colina 

Tale composto reagirebbe poi con I’inosi- 

tolo formando fosfatidilinositolo e CMP: 
CDP-digliceride + inositolo — 

— fosfatidilinositolo + CMP 


Un tale meccanismo di biosintesi del fo- 
sfatidilinositolo, benché necessiti di ulteriori 
e pitt precise conferme, lascia adito ad una 
serie di interessanti considerazioni. 

Innanzi tutto non la CTP ma la CMP sem- 
bra essere il nucleotide citidilico interessato 
nel metabolismo degli inositol-fosfatidi. 

La CDP-colina, che sperimentalmente ri- 
sulta il composto pid attivo, si pud infatti 
facilmente formare dalla CMP e dalle lecitine 
presenti nei mitocondri per azione dell’en- 
zima PC-gliceridetransferasi. 

Il meccanismo di sintesi della CDP-diglice- 
ride rivela come un coenzima citidilico possa 
sintetizzarsi, in seguito ad un’azione « citidil- 
transferasica» da un coenzima_preesistente 
ed un accettore fosforilato. Attraverso cioé 
una reazione perfettamente analoga a quella 
per cui dall’UDP-glucoso si sintetizza UDP- 
-galattoso in presenza di galattoso-1-P e 
viceversa (*). 

Il fatto poi che per sintetizzare il fosfatidil- 
inositolo sia richiesta la presenza di un acido 
fosfatidico e non di un digliceride - e su cid 
non vi sono dubbi essendo le esperienze con- 
dotte in presenza di che blocca I’azione 
dell’enzima acido fosfatidico-fosfatasi (48) — é 
del pit alto interesse, rivelando come non 
tutti i glicerofosfatidi abbiano nel D-1,2-di- 
gliceride il loro unico e specifico precursore. 


CONCLUSIONI 


Da quanto qui esposto risulta come anche a 
soli pochi anni dalla scoperta quello dei coen- 
zimi citidilici rappresenti ormai un capitolo 
solidamente impostato della moderna bio- 
chimica. 


(*) UDP-glucoso + galattoso-1-P | ~ UDP-galattoso + 


+ glucoso-1-P 
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I meccanismi di fosforilazione del mononu- 
cleotide citidilico e quelli della biosintesi del 
coenzima qui illustrati rivelano ancora una 
volta come nella biochimica reazioni di ordine 
generale, ed in special modo quelle di Korn- 
berg, siano applicabili al metabolismo di 
composti tra di loro diversi e come la forma- 
zione di composti intermedi attivi si riveli, 
per ogni classe di sostanze, premessa neces- 
saria per ogni loro utilizzazione. 

La dimostrazione di un ruolo specifico dei 
coenzimi citidilici e in particolare della CDP- 
-colina e CDP-etanolammina nella sintesi dei 
fosfolipidi ha portato un decisivo contributo 
alle conoscenze sul metabolismo di tali com- 
posti. 

Benché per il momento chiaramente dimo- 
strate siano le tappe per la sintesi enzimatica 
solo di alcuni fosfolipidi e solo in alcuni tes- 
suti, tutto lascia prevedere che molto simili, 
se non identici, siano i meccanismi biosintetici 
non solo dei glicerofosfatidi ma dei fosfolipidi 
in genere. 

La partecipazione dei coenzimi citidilici 
al metabolismo dei fosfolipidi é stata studiata 
prevalentemente nel fegato; anche nel cervel- 
lo perd e nei nervi periferici é stato di- 
mostrato un analogo ruolo di tali nucleotidi 
nella biosintesi e demolizione dei fosfo- 
lipidi. 

Le ricerche di Rossiter e Coll. (45) sulle 
funzioni della CDP-colina e della CDP-etano- 
lammina, sia in tessuti integri che in nervi 
sezionati, sono infatti di notevole interesse 
prospettando I’esistenza di intime relazioni tra 
contenuto e turnover dei coenzimi citidilici da 
un lato, formazione di mielina, demieliniz- 
zazione e degenerazione walleriana dall’altro. 

Ipotesi questa quanto mai attendibile perché 
il contenuto in coenzimi citidilici sembra va- 
riare, nei tessuti finora presi in esame, in fun- 
zione del contenuto e turnover dei fosfolipidi. 

Astraendo da quelle che sono le funzioni 
specifiche di intermediari attivi nel metabo- 
lismo dei fosfolipidi, il significato biochimico 
dei coenzimi citidilici appare anche pid vasto 
e profondo se inquadrato nel meccanismo 
generale di azione dei nucleotidi non adenilici 
ed in particolare di quelli pirimidinici. 
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La dimostrazione di una funzione coenzi- 
matica dei nucleotidi citidilici, uridinici e¢ 
guanilici ha infatti portato ad interessanti ¢ 
nuove acquisizioni nel campo della biochi- 
mica dinamica. 

In seguito a tali scoperte l’acido adenilico 
ha perso il suo ruolo di unico costituente dei 


‘coenzimi alla cui formazione ¢ emerso che 


partecipano tutti e quattro i nucleotidi presenti 
nell’acido ribonucleico. 

L’importanza di tali nucleotidi si va poi 
estendendo ogni giorno di pii nel campo 
dei sistemi ad alto contenuto energetico. 

Un interessante aspetto delle funzioni coenzi- 
matiche delle pirimidine é che sembra esistere 
una curiosa divisione di lavoro tra nucleotidi 
uridinici e citidilici. 

Mentre infatti i primi partecipano al meta- 
bolismo dei carboidrati, la funzione dei se- 
condi sembra, almeno per il momento, essere 
specifica per il metabolismo lipidico. 

Altro aspetto del pit alto interesse, emerso 
dalle ricerche sulle delle pirimidine, 
é quello di aver aperto la via allo studio delle 
interrelazioni tra acido ribonucleico, coenzimi 
e composti ad alto contenuto energetico. 

Il significato biologico di tali interrelazioni ¢ 
per il momento oscuro, ma deve essere tenuto 
nella piii seria considerazione nel formulare 
ogni attendibile teoria sulle funzioni dell’acido 
ribonucleico nelle cellule viventi. 

Per la vastita delle reazioni che i coenzimi 
citidilici in particolare e quelli pirimidinici 
in generale catalizzano, possiamo dunque 
affermare, senza tema di errore, che la loro 
importanza va affiancandosi a quella di altri 
coenzimi ormai famosi: i coenzimi piridinici 
ed il coenzima A. 


RIASSUNTO 


Gli AA. prendono in esame la struttura, il mecca- 
nismo di biosintesi e quello di azione dei coenzimi 
citidilici e ne illustrano i rapporti con altri nucleosidi 
fosfati e coenzimi strutturalmente e funzionalmente 
analoghi. I coenzimi citidilici per il momento sicu- 
ramente identificati sono: CDP-colina, CDP-etano- 
lammina, CDP-glicerolo e CDP-ribitolo. Altri 
coenzimi citidilici non ancora isolati, ma di cui si 
ammette l’esistenza nei materiali biologici sono: 
CDP-serina, CDP-inositolo e CDP-digliceride. Trat- 


tando della fosforilazione della CMP a CTP vengono 
illustrate le analogie esistenti con le fosforilazioni 
degli altri nucleosidi mono- e difosfati nonché con 
il comportamento biochimico. La biosintesi del 
coenzima citidilico avviene secondo il tipo fonda- 
mentale di sintesi dei nucleotidi pirofosfati ed é per- 
tanto meccanismo di ordine generale; tale biosintesi 
viene operata da sistemi enzimatici specifici cui é stato 
dato il nome di citidiltransferasi. Unico coenzima 
che sembra non seguire tale meccanismo generale 
é la CDP-digliceride. [1 meccanismo d’azione finora 
noto dei coenzimi citidilici ¢ quello di partecipare 
alla sintesi dei fosfolipidi nella forma di intermediari 
attivi. Nel coenzima citidilico il gruppo monofosfo- 
rico della meta non nucleotidica risulta attivato in 
seguito alla sua trasformazione in pirofosfato e pud 
percid essere trasferito sul gruppo ossidrilico libero 
di un accettore. Il meccanismo d’azione dei coenzimi 
citidilici viene paragonato a quello di altri coenzimi 
strutturalmente e funzionalmente analoghi, i coenzimi 
uridinici e si fa rilevare il diverso comportamento 
delle due classi di sostanze. I coenzimi uridinici fun- 
zionano infatti da trasportatori di un radicale glucosi- 
dico con liberazione di un nucleoside difosfato; i 
coenzimi citidilici trasportano invece esteri mono- 
fosforici con liberazione di un nucleoside monofo- 
sfato. Le due classi di coenzimi pirimidinici rivelano 
altresi un interessante comportamento consistente in 
una curiosa divisione di lavoro: gli uridihici parteci- 
pano infatti al metabolismo dei carboidrati, i citi- 
dilici a quello dei lipidi. Viene infine fatto rilevare 
come in seguito alla scoperta delle funzioni coen- 
zimatiche delle pirimidine, l’acido adenilico abbia 
perso il suo ruolo di unico costituente dei coenzimi 
alla cui formazione ¢ emerso che partecipano tutti ¢ 
quattro i nucleotidi presenti nell’acido ribonucleico. 
Tali scoperte hanno inoltre aperto la via allo studio 
delle interrelazioni tra RNA, coenzimi e composti 
ad alto contenuto energetico. 


RESUME 
Les co-enzymes cytidyliques. 


Les auteurs étudient la structure, le mécanisme de 
biosynthése et le mécanisme d’action des co-enzymes 
cytidyliques et décrivent leurs rapports avec d’autres 
phospho-nucléosides et avec des co-enzymes analogues 
au double point de vue structural et fonctionnel. Les 
co-enzymes cytidyliques sirement identifiés jusqu’ici 
sont les suivants: CDP-choline, CDP-éthanolami- 
ne, CDP-glycérol et CDP-ribitol. Les co-enzymes 
cytidyliques qui n’ont pas encore été isolés, mais 
dont l’existence est admise dans les matériels biolo- 
giques, sont par contre les suivants: CDP-sérine, 
CDP-inositol et CDP-diglycéride. En parlant de la 
phosphorylation du CMP en CTP, les auteurs dé- 
crivent les analogies qui existent avec les phosphory- 
lations des autres mono- et diphospho-nucléosides 
et avec leur comportement biochimique. La biosyn- 
thése du co-enzyme cytidylique a lieu selon le type 
fondamental de synthése des 
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et constitue par conséquent un mécanisme d’ordre 
général; cette biosynthése s’effectue par ceuvre de 
systemes enzymatiques spécifiques qui ont regu le 
nom de cytidyltransférases. Le seul co-enzyme qui 
ne semble pas suivre ce mécanisme général est le 
CDP-diglycéride. Quant au mécanisme d’action des 
co-enzymes cytidyliques, on sait seulement que ces 
co-enzymes participent 4 la synthése des phospholi- 
pides en qualité d’intermédiaires actifs. Dans le co-en- 
zyme cytidylique le groupe monophosphorique de 
la moitié non nucléotidique se montre activé par 
suite de sa transformation en pyrophosphate et peut 
par conséquent étre transféré sur le groupe hydroxyle 
libre d’un accepteur. Le mécanisme d’action des 
co-enzymes cytidyliques est comparé avec celui d’au- 
tres co-enzymes analogues au double point de vue 
structural et fonctionnel — les co-enzymes uridyliques — 
et les auteurs soulignent la diversité de comportement 
de ces deux groupes de substances. Les co-enzymes 
uridyliques fonctionnent en effet comme transporteurs 
d’un radical glucosidique avec libération d’un nucléo- 
side diphosphate, tandis que les co-enzymes cytidy- 
liques transportent des esters monophosphoriques avec 
libération d’un nucléoside monophosphate. Les deux 
groupes de co-enzymes pyrimidiques font preuve en 
outre d’un curieux comportement qui consiste en 
une répartition du travail: les co-enzymes uridyliques 
participent en effet au métabolisme des hydrates de 
carbone, alors que les co-enzymes cytidyliques parti- 
cipent a celui des lipides. Les auteurs soulignent 
d’autre part qu’aprés la découverte des fonctions 
co-enzymatiques des pyrimidines, !’acide adénylique 
a perdu son role de seul et unique constituant des 
co-enzymes, car on a pu constater qu’a la formation 
de ces derniers participent les quatre nucléotides 
présents dans l’acide ribonucléique. Ces découvertes 
ont en outre ouvert le chemin a l'étude des inter- 
relations entre RNA, co-enzymes et composés a 
haute teneur énergétique. 


SUMMARY 
Cytidylic coenzymes. 


The structure of cytidylic enzymes and the mecha- 
nisms involved in their biosynthesis and action are 
examined and their relations with other phosphonu- 
cleosides and coenzymes with structural and functio- 
nal similarity are illustrated. The cytidylic coenzymes 
identified with certainty at the moment are: 
DCP-choline, CDP-ethanolamine, CDP-glycerol and 
CDP-ribitol. Other cytidylic coenzymes which have 
not yet been isolated, but are generally admitted to 
be present in biological materials are: CDP-serine, 
CDP-inositol and CDP-diglyceride. In connexion 
with CMP fosforilation to CTP, the similarities with 
the fosforilation of other mono- and diphospho- 
-nucleosides and with their biochemical behaviour are 
discussed. The biosynthesis of a cytidylic coenzyme 
follows the fundamental pattern of the synthesis of 
pyrophospho-nucleotides, being a mechanism of 
a general type; such a biosynthesis is carried out 
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by specific enzyme sistems which have been given 
the name of cytidyl-transferases. It appears that 
CDP-diglyceride only does not follow this general 
pattern. What is known so far of the mechanism of 
action of cytidylic coenzymes is that they take part in 
the synthesis of phospholipids as active intermediates. 
In a cytidylic coenzyme the monophosphoric group 
in the non-nucleotidic fraction is activated following 
its conversion to pyrophosphate and can thus be 
transferred to the free hydroxylic group of an acceptor. 
The mechanisms involved in the action of cytidylic 
coenzymes are compared with those of uridylic coen- 
zymes and their different behaviour is underlined. 
In fact, uridylic coenzymes act as tranferets of a 
glucosidic group, with release of a diphospho-nucleo- 
side, while cytidylic coenzymes tranfer monopho- 
sphoric esthers with release of a monophospho- 
-nucleoside. The two types of pirimidinic coenzymes 
show also an interesting behaviour which consists 
in a somewhat surprising division of work: uridylic 
coenzymes take part in carbohydrate, cytidylic 
coenzymes in lipid metabolism. It is pointed out that 
following the discovery of the enzymatic function 
of pyrimidines adenylic acid is no longer considered 
the only constituent of coenzymes, since all the four 
nucleotides present in ribonucleic acid have been 
shown to take part in their formation. These disco- 
veries have also opened the way to the study of the 
interrelations between RNA, coenzymes and high- 
-energy compounds. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Die cytidilischen Koenzyme. 


Die Verfasser betrachten Struktur, Biosynthese- 
und Wirkungsmechanismus der cytidilischen Koen- 
zyme und klaren deren Beziehungen zu anderen 
strukturell und funktionell verwandten phosphati- 
schen Nukleosiden und Koenzymen auf. Die derzeit 
sicher identifizierten cytidilischen Koenzyme sind: 
CDP-Cholin, CDP-Athanolamin, CDP-Glycerol und 
CDP-Ribitol. Andere noch nicht isolierte cytidili- 
schen Koenzyme, deren Vorhandensein in den bio- 
logischen Materialien jedoch angenommen wird, 
sind: CDP-Serin, CDP-Inositol und CDP-Digly- 
cerid. Bei der Beschreibung der CMP-Phosphoril- 
sierung zu CTP, behandeln die Verfasser die mit der 
Phosphorilisierung anderer mono- und diphosphor- 
sauren Nukleosiden, sowie die mit dem Sinddeaches 
Verhalten bestehenden Analogien. Die Biosynthese 
des cytidilischen Koenzyms erfolgt nach dem grund- 
legenden Synthesetyp der pyrophosphorsauren Nu- 
kleotiden und ist daher kein aussergewGhnliches Me- 
chanismus; diese Biosynthese kommt durch eigene en- 
zymatische Systeme zustande, die unter den Namen 
« Cytidiltransferase » gehen. Das einzige Koenzym, 
das diesen allgemeinen Mechanismus wahrscheinlich 
nicht folgt ist CDP-Diglycerid. Nach dem bis jetzt 
fiir die cytidilischen Koenzyme bekannten Wirkungs- 
mechanismus, nehmen diese als aktive Vermittler 
an der Synthese der Phospholipiden teil. Die mono- 


phosp! 
Halfte 
Verwa 
daher 
iibertr 
cytidil 
strukti 
die uri 
Verha 
Koenz 
derer 
eines | 
cytidil 
mono’ 
einen 

zwei | 
baren 
eine 
nehm 
dageg 
schlies 
der ki 
Adeni 
der K 
diese 

saure 

werde 
fiir d: 
Koen: 


ramet 
aminz 
zimas 
cuya 
son: 

Al tr: 
autor 
fosfor 
como 
La b 
segun 
nucle 
gener 
enzin 
unica 
genet 
accié 
dilica 
fosfol 
zima 
no n 
form 


Las 

Los 
biosir 
citidil 
nucle 
analo: 


phosphorische Gruppe der nicht nukleotidischen 
Halfte wird, im cytidilischen Koenzym, durch ihre 
Verwandlung in Pyrophosphat aktiviert; sie kann 
daher auf die nun freie OH-Gruppe eines Akzeptoren 
iibertragen werden. Der Wirkungsmechanismus der 
cytidilischen Koenzyme wird mit demjenigen anderer 
strukturell und funktionell verwandter Koenzyme - 
die uridilischen — verglichen; es wird das verschiedene 
Verhalten beider Gruppen betont. Die uridilischen 
Koenzyme haben in der Tat die Aufgabe, als Befér- 
derer eines glykosidischen Radikals unter Freimachung 
eines diphosphorsauren Nukleosiden zu dienen; die 
cytidilischen Koenzyme beférdern dagegen die 
monophosphorsauren Ester und setzen gleichzeitig 
einen monophosphorsauren Nukleosiden frei. Die 
zwei Klassen der pyrimidinischen Koenzyme offen- 
baren auch ein. interessantes Verhalten in Bezug auf 
eine eigenartige Arbeitseinteilung: die uridilischen 
nehmen an dem Kohlenhydrat-, die cytidilischen 
dagegen an dem Fett-Stoffwechsel teil. Es wird 
schliesslich hervorgehoben,dass durch die Entdeckung 
der koenzymatischen Aufgaben der Pyrimidine, die 
Adenilsiure ihre Rolle als einziger Bestandteil 
der Koenzyme verloren hat. Es ist nun sicher, dass 
diese Koenzyme aus den vier in der Ribonuklein- 
siure enthaltenen Nukleotiden zusammengesetzt 
werden. Diese Entdeckungen haben ferner den Weg 
fiir das Studium der Verbindungen zwischen RNS, 
Koenzyme und hochenergetischen Stoffen eréffnet. 


RESUMEN 
Las coenzimas citidilicas. 


Los autores estudian la estructura, el mecanismo de 
biosintesis y el mecanismo de accién de las coenzimas 
citidilicas y describen sus relaciones con otros fosfo- 
nucledsidos y coenzimas estructural y funcionalmente 
analogos. Las coenzimas citidilicas hasta ahora segu- 
ramente identificadas son: CDP-colina, CDP-etanol- 
amina, CDP-glicerol y CDP-ribitol. Otras coen- 
zimas citidilicas, que quedan todavia por aislar pero 
cuya existencia se admite en los materiales bioldégicos, 
son: CDP-serina, CDP-inositol y CDP-diglicérido. 
Al tratar de la fosforilacisn de la CMP a CTP, los 
autores describen las analogias existentes con las 
fosforilaciones de los otros mono y difosfonucledsidos, 
como también con el comportamiento bioquimico. 
La biosintesis de la coenzima citidilica se verifica 
segun el tipo fundamental de sintesis de los pirofosfo- 
nucledtidos y es por lo tanto un mecanismo de orden 
general; esta biosintesis es efectuada por sistemas 
enzimicos especificos Hamados citidiltransferasas. La 
nica coenzima que no parece seguir este mecanismo 
general es la CDP-diglicérido. El mecanismo de 
accion, hasta ahora conocido, de las coenzimas citi- 
dilicas consiste en participar en la sintesis de los 
fosfolipidos como intermediarios activos. En la coen- 
zima citidilica el grupo monofosférico de la mitad 
no nucleotidica resulta activado a raiz de su trans- 
formacién en pirofosfato y puede por lo tanto ser 


transferido sobre el grupo hidroxilo libre de un ace 
tor. Los autores comparan el mecanismo de accion 
de las coenzimas citidilicas al de otras coenzimas 
estructural y funcionalmente andlogas — las coenzimas 
uridilicas - y ponen de relieve el diverso comporta- 
miento de las dos clases de substancias. Las coenzimas 
uridilicas funcionan en efecto como transportadores 
de un radical glucosidico con liberacién de un nu- 
cleédsido difosfato, mientras que las coenzimas ci- 
tidilicas transportan ésteres monofosféricos con 
liberacién de un nucledsido monofosfato. Las dos 
clases de coenzimas pirimidinicas revelan ademas 
un interesante comportamiento consistente en una 
curiosa divisidn del trabajo: las uridilicas participan 
en efecto en el metabolismo de los carbohidratos y 
las citidilicas en el de los lipidos. Finalmente, los autores 
sefialan que después del descubrimiento de las fun- 
ciones coenzimicas de las pirimidinas, el Acido ade- 
nilico ya no parece desempefiar el papel de unico 
componente de las coenzimas, en cuya formacién 
se ha comprobado que participan los cuatro nucled- 
tidos presentes en el Acido ribonucleico. Estos des- 
cubrimientos han abierto ademas el camino al estudio 
de las interrelaciones entre RNA, coenzimas y com- 
puestos de alto contenido energético. 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI PAVIA 
(Direttore: Prof. V. Zambotti) 


Significato delle pirimidine nel metabolismo della 
cartilagine preossea e nella ossificazione 


V. ZAMBOTTI - B. DE BERNARD 


1. — PREMESSE. 


La composizione chimica della cartilagine 
preossea é insufficientemente nota. Tuttavia 
é possibile ritenere, in linea generale, che i 
costituenti organici principali sono il precol- 
lagene, il collageno, la proteina resistente, le 
glicoproteine, i mucopolisaccaridi, tra cui 
prevalgono i condroitinsolfati, il glicogeno, 
enzimi e metaboliti vari. 

Pure il metabolismo della cartilagine preos- 
sea e la biochimica dell’ossificazione sono 
scarsamente conosciuti. Le principali cono- 
scenze in proposito sono state recentemente 
riassunte da uno di noi (Zambotti, 1, 2). 

In questa nota intendiamo illustrare succin- 
tamente il significato particolare delle piri- 
midine e pit precisamente dei nucleotidi uri- 
dinici e derivati nel metabolismo della carti- 
lagine preossea e nella mineralizzazione della 
stessa, quale appare dalle ricerche pit recenti. 
Cid significa ro dalla nostra trattazione esclu- 
deremo di proposito ogni accenno alle pirimi- 
dine quali costituenti degli acidi nucleici ¢ il 
loro intervento nei processi biochimici, co- 
muni a tutte le cellule e tessuti. Ci sofferme- 
remo invece sull’intervento dei coenzimi uri- 
dinici nella biosintesi dei mucopolisaccaridi ¢ 
in particolare dei condroitinsolfati e sul si- 
dell’UTP quale donatore di fosfato 
e di pirofosfato nel processo di mineralizza- 
zione. 


2. — INTERVENTO DEI COENZIMI URIDINICI NELLA 
BIOSINTESI DEI MUCOPOLISACCARIDI ACIDI 
E IN PARTICOLARE DEI CONDROITINSOLFATI. 


Uno schema riassuntivo dei probabili pro- 
cessi metabolici che conducono alla biosintesi 
degli acidi jaluronico e condroitinsolforici (2) 
é riportato a pagina seguente. 


Le reazioni alle quali partecipano i coenzimi 
uridinici e derivati (UDP, UTP, uridindifo- 
sfoglucosio, acido uridindifosfoglicuronico, 
uridindifosfoacetil-glucosamina, uridindifosfo- 
acetil-galattosamina, uridindifosfoacetil-galat- 
tosamina solfato, acido uridindifosfoiduronico) 
sono segnate con i numeri: II, 12, 13, 14, 
15, 16 17. 


a) Intervento dei coenzimi uridinici nella 
biosintesi dell’ N-acetil-esosamina attivata. 


La reazione numero 11 (vedi schema a pagina 
seguente), alla quale prendono parte |’N-acetil- 
glucosamina-1-P e l’uridintrifosfato (UTP), 
porta alla formazione del composto attivato 
dell’N-acetil-glucosamina e precisamente del- 


N-acetil-glucosamina-1-P + UTP — 
+ N-acetil-glucosamina-1-UDP PP 


buona parte della quale é destinata ad isomeriz- 
zarsi nel corrispondente derivato della galat- 
tosamina (vedi reazione numero 12): 


N-acetil-glucosamina-1-UDP 
N-acetil-galattosamina-1-UDP 


L’uridindifosfo-N-acetil-glucosamina fu iso- 
lata per la prima volta da Cabib e Coll. (3) 
dal lievito. Successivamente fu trovata in 
tessuti animali (Hurlbert e Potter, 4; Smith e¢ 
Mills, 5) e nei tumori (Schmitz e Coll., 6). 
Nel 1955 Glaser e Brown (7) hanno dimostrato 
che questo composto é interessato nella bio- 
sintesi dell’acido jaluronico del sarcoma di 
Rous. 

L’N-acetil-esosamina-1-UDP é presente pure 
nella cartilagine metafisaria di giovani maiali. 
Cid é stato dimostrato da noi in collabora- 
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zione con Bianco e Castellani (8), utilizzando 
la tecnica di Smith e Mills (5) per l’estrazione 
e il metodo cromatografico su carta di Pa- 
ladini e Leloir (9) per l’identificazione. 


b) Intervento dei coenzimi uridinici nella 
biosintesi del?’ acido uronico attivato. 


Una seconda reazione molto importante, 
in cui intervengono i coenzimi uridinici, é 
rappresentata dalla reazione numero 13 (vedi 
schema a pagina precedente) nella quale il 
glucosio-1-P reagisce con l'UTP, generando 
uridindifosfo-glucosio (UDPG): 


enzima 
glucosio-1-P -- UTP -— UDP-glucosio + PP. 


L’UDPG potrebbe formarsi anche dal gli- 
cogeno attraverso un processo di transglicosi- 
lazione (reazione numero 17), per quanto 
l’equilibrio di questa reazione, messa in evi- 
denza da Leloir e Cardini (10), sembri spostato 
prevalentemente nel senso della formazione 
di glicogeno (Villar-Palasi e Larner, 11). 

L’UDP-glucosio (UDPG) si forma pure 


nella cartilagine preossea a spese dell’UTP e 


del glucosio-1-P. Cid sembra essere stato chia- 
ramente dimostrato dalle ricerche di Castel- 
lani, de Bernard e Zambotti (12) ed é in ac- 
cordo con la presenza di UTP e di UDPG 
nella cartilagine di giovani maiali, svelata da 
Bianco, Castellani, de Bernard e Zambotti (8), 
servendosi della tecnica di Smith e Mills (5). 

L’UDPG, una volta formato, viene ossidato 
ad acido UDP-glucuronico, per intervento 
di una _ deidrogenasi piridinica (reazione 
numero 14): 


UDP-glucosio + 2 DPN+ — 
— UDP-glucuronato + 2 DPNH + 2Ht 


Cid avviene anche nella cartilagine preossea 
(omogenato), come hanno dimostrato Ca- 
stellani, de Bernard e¢ Zambotti (12). 

Un altro acido uronico presente in certi 
mucopolisaccaridi ¢ l’acido iduronico. Anche 
l’iduronato, per essere concatenato deve tro- 
varsi, verosimilmente, nella forma attivata, 
cioé sotto forma di uridindifosfoderivato 
(iduronato-1-UDP). 


L’iduronato-1-UDP, in base a recenti ri- 
cerche di Rodén e Dorfman (13) sembra 
essere frutto dell’isomerizzazione del glucu- 
ronato-1-UDP a livello del C-5 (vedi rea- 
zione numero 16): 


H H 
HO-C-O—-UDP HO-C-O-—-UDP 
H~C—OH H-C-OH 
| 
HO-C-H HO-C-H 
| 
H-C-OH H-C-OH 
| 
H-C-OH HO-C-H 
COOH COOH 


ac. UDP-iduronico 
(forma aperta) 


ac. UDP-glucuronico 
(forma aperta) 


Secondo un’ipotesi meno recente, il pre- 
cursore dell’acido iduronico sarebbe I’acido 
ascorbico (vitamina C). 


c) Formazione della catena mucopolisac- 
caridica. 


L’N-acetil-esosamina-1-UDP e¢ il glucuro- 
nato-I-UDP sono metaboliti essenziali per 
la biosintesi dei mucopolisaccaridi acidi in 
generale e dei condroitinsolfati in particolare 
(vedi schema a pagina precedente). Infatti essi 
sono le forme attivate e come tali sono capaci 
di reagire (reazione numero 15) fra loro e ge- 
nerare la lunga catena dei mucopolisaccaridi 
acidi (Markovitz e Coll., 14): 


n-glucuronato-1-UDP n N-acetil-glucosamina- 
-1-UDP -— jaluronato + 2n UDP. 


Se inluogo dell’ N-acetil-glucosamina-1-UDP 
reagisse |’ N-acetil-galattosamina-1-UDP-4- 
-solfato, cioé l’aminozucchero acetilato e 
solforilato in -4 (0 in altra posizione) si ot- 
tengono i condroitinsolfati A e C: 


n-glucuronato-1-UDP n N-acetil-galattosamina- 
-1-UDP-4-solfato — condroitinsolfato A (o C) + 
+ 2n UDP. 
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Per la biosintesi del condroitinsolfato B 
é richiesto invece liduronato-1-UDP: 


n-iduronato-1-UDP n N-acetil-galattosamina-1- 
-UDP-4-solfato — condroitinsoifato B 2n UDP. 


3. — I DERIVATI PIRIMIDINICI (URIDINICT) NELLA 
MINERALIZZAZIONE ift vitro DELLA CARTI- 
LAGINE. 


Riprendendo la tecnica di Robison (15) per 
lo studio della calcificazione in vitro della car- 
tilagine ossificabile e sostituendo il dosamento 
microchimico del calcio e del fosfato fissati, 
alla reazione istochimica di Kosse, Cartier 
(16) aveva dimostrato che la mineralizza- 
zione avveniva soltanto in presenza di ATP. 
Secondo queste e altre ricerche (17), Cartier 
affermd che |’ATP donava il gruppo pi- 
rofosforico, mentre |’AMP rimaneva nel 
liquido di incubazione delle fettine di carti- 
lagine. 

Successivamente de Bernard e Cartier (18) 
hanno controllato se l’ ATP fosse il donatore 
unico e quindi specifico del gruppo pirofo- 
sforico, oppure se lo stesso gruppo potesse 
derivare anche da altri nucleotidi, sia pure 
analoghi all’ATP. 


TABELLA I ~ Fosforo fissato dalla cartilagine meta- 

fisaria di embrioni di pecora, posta ad incubare per 

10 e per 20 h nella soluzione mineralizzante di Ro- 

bison pili uno dei nucleotidi indicati in tabella. I 

valori sono espressi in »g di fosforo per 100 mg di 
tessuto fresco. 


Esperimento N. 1 (*) Esperimento N, 2 (**) 


i. 10 h di incubazione 20 h di incubazione 
cleotidi 

P totale P fissato P totale P fissato 
CTP 70 ug O pg 68 vg 10 pg 
GTP 86 16 67 9 
ITP 59 I 
ATP 140 7o II! 53 
UTP 113 43 150 92 


(*) P contenuto nella cartilagine incubata senza nucleotidi 
= 7O pe. 


(**) P contenuto nella cartilagine incubata senza nucleotidi 
= $8 ug. 
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A questo scopo sono stati studiati compara- 
tivamente i seguenti composti: GTP, ITP, 
CTP e UTP. 

I dati ottenuti in questo studio comparativo 
sono riassunti nella tabella I, dalla quale appare 
chiaro che la mineralizzazione in vitro della 
cartilagine, dedotta dalla quantita di fosfato 
fissato dal tessuto, non ha luogo in presenza 
di CTP, ITP e GTP, mentre avviene in pre- 
senza di ATP, come gia aveva osservato Car- 
tier, e di UTP. Aggiungiamo che il meccani- 
smo della mineralizzazione (in vitro) con UTP 
sembra essere eguale a quello con l’ATP (de 
Bernard e Cartier, 18). 

A questo punto ci siamo chiesti quale dei 
due nucleotidi capaci di indurre la mineraliz- 
zazione (ATP e UTP) fosse il pit attivo. Per 
rispondere al quesito abbiamo studiato com- 
parativamente, sempre in vitro, il grado di 
mineralizzazione provocata dall’ATP e dal- 
UTP nelle stesse condizioni sperimentali e¢ 
su cartilagine dello stesso animale. I risultati 
ottenuti, riassunti nella tabella II (de Bernard, 
Moretti, Castellani e Zambotti, 19), provano 
che l’azione mineralizzante, in vitro, dell’ UTP 
é maggiore di quella dell’ATP, tanto nel co- 
niglio di 4-6 giorni che in quello di 12-16 
giorni. 


TABELLA II — Fosforo fissato dalla cartilagine di uno 
stesso coniglio di 4 oppure di 16 giorni di eta, incu- 
bata nella soluzione di Robison + ATP e nella so- 
luzione di Robison + UTP. I valori sono espressi 

in »g di P per 100 mg di tessuto fresco. 


Soluzione di Robison: 20/0/10 


N. | 
P (ATP) | P (UTP) 

| | 

I 66 ug 123 wg 
2 90 | 191 
3 63 | 122 
4 153 248 

5 II4 | 220 

6 133 223 

| 

7 93 | 166 | 


P contenuto nella cartilagine incubata senza ATP e¢ senza UTP 
45-50 pg (valore medio). 
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4. — CENNI SULL'INTERAZIONE DELLA MATRICE 
PROTEICA, DEL CONDROITINSOLFATO, DEL- 
L ATP UTP NELLA FORMAZIONE 
DEL SALE OSSEO. 


Il problema della formazione del sale osseo 
presenta tuttora molti punti oscuri e non pud 
essere discusso in questa sede. Esso é stato 
illustrato recentemente da Zambotti (1). 

In sostanza, sembra lecito pensare che 
o l’UTP cedano il gruppo pirofosforico 
(secondo altri il fosforico), il quale sarebbe 
fissato, Con un meccanismo transferasico, ai 
gruppi aminici (e forse ad altri gruppi) liberi 
del collageno. 

A sua volta il condroitinsolfato si unisce sia 
al collageno (e forse ad altre proteine) che agli 
ioni calcio (Ca*+). Questi ultimi entrerebbero 
anche in rapporto con il pirofosfato, formando 
un complesso del tipo seguente: 


pirofosfato ————— calcio 


collageno condroitinsolfato 


Tale complesso servirebbe da template e 
catalizzerebbe la deposizione orientata (cri- 
stallizzazione) dal oe osseo, alla cui forma- 
zione contribuirebbero, accanto al calcio, il 
fosfato inorganico e quello liberato dai vari 
esteri fosforici. 


5. — CONCLUSIONI. 


Da quanto abbiamo brevemente esposto 
possiamo affermare che i nucleotidi uridinici 
intervengono in alcune reazioni essenziali della 
biosintesi delle forme attivate degli amino- 
zuccheri e degli acidi uronici, i quali, succes- 
sivamente, vengono concatenati fa loro, for- 
mando le macromolecole dei mucopolisac- 
caridi della cartilagine preossea, la cui pre- 
senza, in questo tessuto, appare essenziale per 
la formazione del sale osseo. 

La formazione di quest’ultimo sembra ini- 
ziare con un processo di pirofosforilazione 
della matrice proteica ad opera dell’ATP, ¢ 
con risultati migliori, almeno in vitro, del- 


UTP, ¢ successiva formazione di un complesso 


pirofosfato ————— calcio 


collageno condroitinsolfato 


Riassumendo, i coenzimi pirimidinici, ¢ pid 
recisamente i coenzimi uridinici della carti- 
eine preossea, intervengono sia a livello 
della biosintesi dei mucopolisaccaridi (so- 
prattutto condroitinsolfato) sia nella deposi- 
zione del sale osseo o per lo meno della fase 
iniziale di questa. 


RIASSUNTO 


Viene illustrato il ruolo dei coenzimi uridinici nella 
biosintesi dei mucopolisaccaridi acidi (soprattutto dei 
condroitinsolfati). In particolare i coenzimi uridinici 
intervengono nella biosintesi dell’N-acetil-esosamina 
attivata e dell’acido glucuronico attivato della carti- 
lagine. Inoltre il nucleotide UTP (uridin-trifosfato) 
si rivela donatore del gruppo pirofosforico nel pro- 
cesso di mineralizzazione in vitro di fettine di carti- 
lagine di giovani conigli. Si accenna al probabile 
significato del condroitinsolfato e del pirofosfato 
nella formazione del sale dell’ osso. 


RESUME 


Signification des pyrimidines dans le métabolisme du 
cartilage précurseur et dans V ossification. 


Les auteurs décrivent le réle des co-enzymes uri- 
diniques dans la biosynthése des mucopolysaccharides 
acides (surtout des chondroitine-sulfates). En parti- 
culier, les co-enzymes uridiniques interviennent 
dans la biosynthése de la N-acétyl-hexosamine 
activée et de l’acide glucuronique activé du cartilage. 
En outre, le nucléotide UTP (uridine-triphosphate) 
fonctionne comme donateur du groupe pyrophos- 
phore dans le processus de minéralisation in vitro 
de coupes de cartilage de jeunes lapins. Les auteurs 
envisagent la signification probable du chondroitine- 
-sulfate et du pyrophosphate dans la formation du sel 
de los. 


SUMMARY 


Significance of pyrimidines in the metabolism of pre- 
osseous cartilage and in ossification. 

The role of uridylic coenzymes in the biosynthesis 
of acid mucopolisaccharides, with special reference 
to chondroitinsulfates, is illustrated. Specifically, 
uridylic coenzymes take part in the biosynthesis of 
activated N-acetyl-exosamine and of activated glycu- 
ronic acid in the cartilage. Furthermore, the nucleotide 
UTP (uridin-triphosphate) acts in vitro as a donor of 
the pyrophosphoric group in the mineralization pro- 
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cess of cartilage slices from young rabbits. Reference 
is made to the possible significance of chondroitin- 
sulfate and pyrophosphate in the formation of salt 
in the bone. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Bedeutung der Pyrimidine beim Stoffwechsel des knorpelig 
praformierten Knochens und bei der Verknécherung. 


Die Rolle der uridinischen Koenzyme in der 
Biosynthese der sauren (vor allem der chondroitin- 
schwefelsauren) Mucopolysaccaride wird geschildert. 
Insbesondere wirken die uridinischen Koenzyme bei 
der Biosynthese des aktivierten N-azetyl-exosammin 
und der aktivierten Glykuronsiure in dem Knorpel 
mit. Ferner bestitigt sich das UTP (uridin-triphos- 
phorsaure-)-Nukleotid bei dem Mineralisierungspro- 
zess - in vitro - von Knorpelscheiben aus jungen 
Kaninchen als Spender der pyrophosphorischen Grup- 
pe. Die voraussichtliche Bedeutung der chondroiti- 
nschwefelsauren und pyrophosphorsauren Salze bei 
der Entstehung des Knochensalzes wird erwihnt. 


RESUMEN 


Significado de las pirimidinas en el metabolismo del car- 
tilago precursor y en la osificacion. 

Se describe el papel desempefiado por las coen- 
zimas uridinicas en la biosintesis de los mucopoli- 
sacaridos acidos (especialmente de los condroitin-sul- 
fatos). En particular, las coenzimas uridinicas inter- 
vienen en la biosintesis de la N-acetilhexosamina 
activada y del acido glucur6nico activado del cartilago. 
El nucleotido UTP (uridin-trifosfato) funciona ademas 
como donador del grupo pirofosférico en el proceso 
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de mineralizacién in vitro de cortes de cartilago de 
jovenes conejos. Se habla del probable significado 
del condroitin-sulfato y del pirofosfato en la forma- 
cién de la sal del hueso. 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 
(Direttore: Prof. F. Cedrangolo) 


Studi sugli analoghi di pirimidine 


E. QUAGLIARIELLO 


Se molte sono le ricerche finora condotte 
sugli antimetaboliti delle purine, gli studi 
sugli analoghi strutturali delle pirimidine e 
sulla loro capacita di inibire lo sviluppo di 
cellule tumorali sono invece ancora in una 
fase iniziale. 

Una nuova fondamentale acquisizione per 
il progresso di tali studi é dovuta alle ricerche 
di Heidelberger e Coll. (1); questi AA., par- 
tendo dal presupposto che profonde altera- 
zioni delle attivita biologiche di molti com- 
posti si hanno per sostituzione dell’idrogeno 
ad opera del fluoro (cosi nel caso del fluoro- 
acetato, della p-fluorofenilalanina, del diiso- 
propilfluorofosfato, del 9-fluoroidrocortisone) 
ed in considerazione anche dell’intensa attivita 
antitumorale del 6-azauracile (2), hanno ten- 
tato la sintesi delle fluoropirimidine, allo 
scopo di individuare eventuali inibitori del- 
l’accrescimento cellulare; i ricercatori del 
McArdle Memorial Laboratory hanno cosi 
potuto sintetizzare un nuovo potente antago- 
nista delle pirimidine, il s-fluorouracile. 

Era stato dimostrato da precedenti ricerche 
di Heidelberger, Leibman, Harbers e¢ Bhar- 
gava (3) che luracile 2-C!* ampiamente 
utilizzato per la biosintesi degli acidi nucleinici 
dal carcinoma di Flexner-Jobling; analoga- 
mente il §-fluorouracile-2-C™ sarebbe incor- 
porato come tale negli acidi nucleinici delle 
cellule tumorali. L’atomo di fluoro in posi- 
zione § bloccherebbe la biosintesi della timina, 
che ha il gruppo metilico nella stessa posizione; 


L’intera Relazione «Studi sugli analoghi di pirimidine e di 
purine», corredata da ventinove figure, verra pubblicata sui 
Quaderni della Sezione Perugina della Societa Italiana di Bio- 
logia Sperimentale - Natale Simonelli Editore. 


infatti il s-fluorouracile (I), cosi come anche 
l’acido 5-fluoro-orotico (II), diminuiscono 
lutilizzazione del formiato-C per il gruppo 
metilico della timina (1). 


OH OH 
NZ F 
COOH 
Ho” Sy 
I Ir 


I composti I e Il inibiscono notevolmente 
lo sviluppo di alcuni tumori sperimentali del 
ratto e del topo(r): carcinoma di Flexner- 
Jobling, carcinoma di Walker 256, cancro 
ascite di Yoshida, cloro-leucemia di Shay, 
sarcoma 180, cancro-ascite di Ehrlich, leu- 
cemia L-1210, adenocarcinoma mammario 
755 e sarcoma A-I. Inefficaci sarebbero la 
s-fluorocitosina e diversi 2-tioderivati delle 
fluoropirimidine. 

Bollag (4) ha studiato I’azione del 5-fluorou- 
racile sul Crocker-sarcoma S-180 del topo e 
sull’epitelioma dell’utero T-8 del ratto, ini- 
ziando il trattamento 24 h dopo il trapianto 
del tumore; lo studio delle curve di sviluppo 
della massa neoplastica dimostra chiaramente 
la potente azione inibitrice del 5-fluorouracile; 
opportune dosi del medicamento indurrebbero 
pero negli animali da esperimento una mar- 
cata involuzione dei tessuti ematopoietici. 

Alcune altre ricerche hanno poi confermato 
l’efficacia terapeutica della fluoropirimidina in 
altri tipi di neoplasia (5, 6). 
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Del tutto recentemente Carissimi, Sangiorgi 
e Vargiu (7) riesaminano I’effetto antitumorale 
del 5-fluorouracile sul carcino-sarcoma di 
Walker; essi, pur confermando T'elevata 
attivita antitumorale dell’antipirimidina, met- 
tono tuttavia in rilievo la notevole tossicita 
della sostanza, che si evidenzia gia per dosi 
inferiori a quelle inibenti lo sviluppo del 
tumore. 

Vorremmo ancora ricordare che il 5-fluo- 
rouracile inibisce in vitro lo sviluppo di nu- 
merosi germi; Heidelberger e Call (1) rife- 
riscono infatti per primi che il s-fluorouracile 
e l’acido 5-fluoro-orotico esplicano un note- 
vole effetto batteriostatico verso alcuni mi- 
crorganismi (Streptococcus faecalis, Sarcina lutea, 
Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus, Bacillus megatherium, 
Escherichia coli, Azotobacter vinelandii, Sco- 
pulariopsis brevicaulis); la $-fluorocitosina é 
molto meno attiva; del tutto inattivo il 5- 
-bromouracile. Aru e Loddo (8), in esperienze 
su di un ceppo di Klebsiella aerobacter, hanno 
confermato l’azione batteriostatica del 5-fluo- 
rouracile. Scheiner, Kostelak e Duschinsky (9) 
hanno inoltre dimostrato che il s-fluorouracile 
in media semisintetici ¢ un potente inibitore 
della crescita del Lactobacillus leichmannii, Lacto- 
bacillus arabinosus, Streptococcus faecalis, Lacto- 
bacillus casei, Saccharomyces carlsbergensis; la 
timidina, la timina, la s-metilcitosina, in ordine 
decrescente, sarebbero pit efficaci delle piri- 
midine non metilate nel reversare l’inibizione 
da §-fluorouracile; va tuttavia sottolineato 
che gli AA. hanno osservato la produzione 
di Lactobacilli fluoro-uracili-resistenti. 

Sugli analoghi strutturali dei nucleosidi 
pirimidinici daremo in seguito una maggiore 
trattazione ma in tutti i modi ora vogliamo 
segnalare l’importanza degli studi sugli even- 
tuali effetti batteriostatici dei nucleosidi della 
fluoropirimidina sui ceppi resistenti al 5-fluo- 
rouracile, ricordando inoltre 1l’osservazione 
di Handschumacher (10) sulla inibizione di 
un ceppo di Streptococcus faecalis, resistente 
al 6-azauracile, ad opera del riboside del- 
l’azauracile. 

Gia abbiamo accennato agli studi di Hakala, 
Law e Welch (2) sull’intensa attivita antitu- 
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morale del 6-azauracile. Sono anche del 1956 
le ricerche di Sorm, Jakubovic e Slechta (11) 
sull’azione anticancerosa del 6-azauracile (3,5- 
-dioxo-2,3,4,§-tetraidro-1,2,4-triazina). Sorm e 
Coll. hanno trovato che il 6-azauracile pos- 
siede un marcato effetto antibatterico contro 
l’ Escherichia coli in terreni sintetici. Tale effetto 
viene annullato e dall’uracile e dalla citosina. 
Fra 6-azauracile e uracile vengono a stabilirsi 
rapporti regolati dai principi dell’inibizione 
competitiva (12, 13). Nessuna azione inibi- 
trice da parte del 6-azauracile & stata notata 
in esperimenti eseguiti su animali infettati 
con Salmonella typhi (14). 
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Sorm e Coll. hanno ancora provato gli 
effetti anticancerosi del 6-azauracile consi- 
derando le curve di mortalita di topi bianchi 
(ceppo H) a cui erano inoculate per via intra- 
peritoneale cellule del carcinoma ascitico di 
Ehrlich. 

Inoltre, per una sperimentazione pit pre- 
cisa e per una chiara visione comparativa, 
essi trattavano un gruppo di animali non con 
6-azauracile ma con 6-mercaptopurina che, 
come é noto, svolge una forte azione antican- 
cerosa verso il tumore di Ehrlich. Il tratta- 
mento veniva iniziato 24 h dopo il trapianto 
tumorale e lo si protraeva per 10 giorni. 
Data la quasi completa assenza di tossicita 
del 6-azauracile, la dose giornaliera di questo 
preparato, che veniva introdotto intraperito- 
kina, era di 250 mg per Kg (mentre la 
6-mercaptopurina era iniettata in dose di 
30 mg per Kg). 
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I risultati ottenuti da questi AA. mostrano 
che l’effetto anticanceroso del 6-azauracile é 
dello stesso ordine rispetto all’azione antican- 
cerosa della 6-mercatopurina. 

Da uno studio di Rutman, Cantarow e 
Paschkis (15) si pud forse trarre una spiega- 
zione della sate a attivita cancerostatica del 
6-azauracile. Infatti da queste ricerche si desume 
che l’'uracile marcato con C* nell’organismo 
del ratto portatore di epatoma viene a di- 
stribuirsi con maggiore velocita nelle cellule 
dell’epatoma. 

Dati sperimentali ed osservazioni teoriche ci 
inducono a sostenere la teoria che agenti anti- 
cancerosi, come l’uretano, gli antifolici, i 
raggi X e I'iprite agiscano interferendo nel 
metabolismo nucleotidico (16). 

Recenti studi provano che la 2,6-diamino- 
purina viene metabolizzata per la biosintesi 
di nucleotidi (17) e cosi l’azaguanina (18) ed 
il tiouracile (19) risultano incorporati nella 
molecola nucleinica. 

Da questi risultati, come logica conseguenza, 
derivano i tentativi di sintetizzare non solo 
gli antimetaboliti di lontani precursori degli 
acidi nucleinici, ma anche gli analoghi dei 
precursori immediati. 

Dall’impegno di numerosi ricercatori di 
Scuole diverse risultano importanti sintesi di 
analoghi uridinici ¢ citidinici ottenute mediante 
due metodiche generali di preparazione: o 
mediante il metodo di Hilbert e Johnson (20) 
con la condensazione di alogeno-acetilzuccheri 
con dialcossi-derivati della pirimidina o me- 
diante dirette sostituzioni operate sulla por- 
zione pirimidinica dell’uridina o della citidina. 

L’attivita biologica degli analoghi nucleo- 
sidici veniva provata in varie maniere. Come 
prime prove si indagava sull’effetto degli 
antagonisti sullo sviluppo di vari microrga- 
nismi, della Neurospora e del virus di Theiler 
GD VII. Quindi i composti che in questi 
primi saggi mostravano capacita di inibizione 
venivano ulteriormente studiati (21). Espe- 
rimenti venivano anche impostati per deter- 
minare l’effetto di qualcuno di questi anti- 
metaboliti sull’incorporazione di fosfato 
e di precursori pirimidinici C™ in nucleotidi 
in presenza di Sule di fegato e di tessuto 


neoplastico (epatoma) di ratti. Infine ricerche 
di grande interesse venivano eseguite per 
saggiare l’attivita anticancerosa di qualcuno 
di questi analoghi. 

Goodman e Dittmer furono i primi ricer- 
catori a suggerire la sintesi di analoghi dei 
nucleosidi pirimidinici per provocare feno- 
meni di inibizione. 

Nel 1947 Visser, Dittmer e Goodman (22) 
riferivano sulla sintesi di alcuni glicopiranosil- 
nucleosidi. Nessuno di questi composti pre- 
sentava attivita sullo lien di microrga- 
nismi (23). Dopo questi primi insuccessi, 
poiché i naturali nucleosidi sono ribofura- 
nosil-pirimidine, si decise di sintetizzare sosti- 
tuenti nucleosidici con lo zucchero in confi- 
gurazione ribofuranosilica. Tali derivati della 
uridina e della citidina venivano quindi provati 
nella loro capacita di inibire la crescita della 
Neurospora 1298 (24, 25, 26, 27) che é un 
adatto organismo-test che richiede per la 
crescita uracile, uridina o citidina. Alcuni di 
questi composti competitivamente inibiscono 
lo sviluppo della Neurospora 1298. L’indice 
di inibizione per alcuni analoghi (mole di 
antimetabolita/mole di metabolita per otte- 
nere il 50% della massima crescita) é ripor- 
tato nella tabella I. 


TABELLA I — Indici di inibizione (*) - Neurospora 1298. 


Metabolita 
Antimetabolita 
Uridina Citidina Uracile 

— uridina 

§-amino ......... 14,0 3,0 0,2 

§-idrossi........ 3+7 0,92 0,4 

3,0 0,55 inefficace 

3 metil-§-cloro . 6.4 » 

3-metil-§-amino . 14,0 9,1 

3-metil-5—bromo . 73 1,2 » 
— citidina 

§-cloro ....... 0,98 0,21 

§-bromo .. 0,24 


(*) Mole di antimetabolita/mole di metabolita per ottenere 
§0% della massima crescita. 


237 


gli | 
si- | 
hi 
ra- 
di | 
e- 
a, 
on 
ec, 
in- 
ta- 
to 
ni. 
ita 
sto 
la 
di 
|_| 


DERIVATI URIDINICI 5-SOSTITUITI 


N. R NOME 
I Cl 5-CLOROURIDINA 
0 C—n Il CH,  5-METILURIDINA 
URIDINE CON DUE MODIFICHE STRUTTURALI 
( 3-metiluridine-5-sostituite) 
0 N. NOME 
It I Br }-METIL-5-BROMOURI DINA 
CH20H II Cl 3-METIL-5-CLOROURIDINA 
Nox 
DERIVATI CITIDINICI 
0 R HOME 
0 = I Cl 5-CLOROCITIDINA 
CH20H \ II Br 5-BROMOCITIDINA 
III WH 5-AMINOCITIDINA 
/ v CH,  5-MBTILCITIDINA 
OH OH 
DIAZOURIDINA 
0 
0 
CH20E \ 
C——-N 
C= n= 
OH” E 


238 


S 
dell 
ana 
svil 
citi 
del 
traz 
rist 
la 
me 
di 
tut 
| inil 
in 
rist 
ser 
din 
fra 
le 
dit 
I 
ch 
nu 
pit 
12 
gu 
anc 
oO 
fu 
cre 
de 
ta 
m 
Tat 
m 
gu 
5- 
nis 
cit 
m 
di 
pe 
di 
mi 
|| 


NA 
NA 
NA 


Si osserva che provocando sostituzioni con 
raggruppamenti sul medesimo punto 
della porzione pirimidinica si ottengono 
analoghi che differiscono notevolmente nella 
loro capacita di inibire la stimolazione dello 
sviluppo provocata da uridina, 
citidina o uracile. 

Cosi la s-clorouridina inibisce la crescita 
della Neurospora a relativamente basse concen- 
trazioni in presenza di citidina © uridina; 
risulta inattiva in presenza di uracile; invece 
la $-aminouridina svolge la sua azione anti- 
metabolitica pii efficacemente in presenza 
di uracile, che in presenza di uridina o citidina. 
Appare anche che i nucleosidi uridinici sosti- 
tuiti nelle posizioni 3- 5- sono meno efficaci 
inibitori degli analoghi nucleosidici sostituiti 
in una soltanto di queste posizioni. Questi 
risultati in realta sono in accordo con le os- 
servazioni di Woolley e Pringle (28), i quali 
dimostrano che come le differenze strutturali 
fra metabolita ed analogo aumentano, cosi 
le capacita di inibizione dell’antimetabolita 
diminuiscono. 

Dai dati riportati in tabella si osserva ancora 
che gli indici di inibizione per gli analoghi 
nucleosidici considerati risu'tano nettamente 
pi: bassi quando lo sviluppo della Neurospora 
1298 si realizza in presenza di citidina. In se- 
gu to a questa osservazione e considerando 
anche che la citidina é pi ampiamente incor- 
orata nei nucleotidi pirimidinici dell’ uridina, 
A preparazione di nuovi analoghi citidinici 
fu intrapresa. I derivati citidinici inibiscono la 
crescita pill efficacemente dei corrispondenti 
derivati uridinici. Dall’attento studio della 
tabella é possibile desumere ancora altre argo- 
mentazioni interessanti: cosi se i nucleosidi 
rappresentassero composti intermediari del 
metabolismo dell’uracile, come logica conse- 
guenza la s-clorouridina, la 3-metiluridina, la 
§-clorocitidina e la 5-bromocitidina, antago- 
nisti per la Neurospora 1298 dell’uridina o della 
citidina, dovrebbero risultare ugualmente anti- 
metaboliti verso l'uracile. Il non., verificarsi 
di quest’ultimo fenomeno di antagonismo ci 
permette di ritenere poco probabile che l’uri- 
dina o la citidina siano degli intermediari del 
metabolismo dell’uracile. 


Riferiamo ora su alcune interessanti ricerche 
di Slotnick, Visser e Rittenberg (29) che 
svolsero indagini sul meccanismo con cui 
veniva a realizzarsi la spontanea disinibizione 
dell’effetto antimetabolitico della 5-idrossiuri- 
dina in mutanti di Escherichia coli e nel ceppo 
selvaggio di Neurospora mediante il solo 
prolungamento del tempo di incubazione. 
L’ipotesi pit probabile per spiegare questo 
effetto era che, prolungando il tempo di in- 
cubazione, |’antimetabolita venisse degradato 
in prodotti inattivi. Per provare questa tesi 
veniva calcolato il consumo di ossigeno di 
sospensioni di resting cells di Escherichia coli 
in presenza di $-idrossiuridina e di altri com- 
posti nucleosidici. L’uridina, la citidina, l’idros- 
siuridina, la clorouridina, la clorocitidina e la 
bromocitidina sono prontamente ossidate in 
queste condizioni con la comparsa della cor- 
rispondente base libera. Questi studi spiegano 
il processo biochimico che annulla spontanea- 
mente l’attivita inibitrice dell’idrossiuridina 
nell’ Escherichia coli ed ancora indicano che 
in presenza di questo organismo si sviluppano 
attivita enzimatiche degradanti aspecifiche. 
La s-metiluridina, la 5-metilcitidina e i nucleo- 
sidi piranosilici non vengono ossidati da cel- 
lule a riposo di Escherichia coli, il che prova 
che questi nucleosidi sono resistenti all’azione 
enzimatica. 

Studi sono stati compiuti sull’effetto della 
s-idrossiuridina e della 2,6-diaminopurina 
per l’incorporazione in vitro di fosfato P* 
in nucleotidi in presenza di fettine di epa- 
toma (30). La presenza di 1 mg di 2,6-diamino- 
purina per ml di miscela d'incubazione ini- 
bisce l’utilizzazione di fosfato per la biosintesi 
de nucleotidi guanilico, citidilico, uridilico 
e adenilico. 

La riduzione dell’incorporazione di fosfato 
nei quattro nucleotidi viene anche osservata 
nelle stesse proporzioni l’altro analogo, 
la 5-idrossiuridina. Vari degli analoghi nucleo- 
sidici che inibiscono la crescita della Neuro- 
spora limitano anche la propagazione del virus 
di Theiler GD VII in preparati di cervello 
di topo (31). Confermando i risultati ottenuti 
con la Neurospora 1298, la bromocitidina e la 
clorocitidina risultano pit efficaci inibitori 
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TABELLA II — Effetto della 5-idrossiuridina (400 mg/Kg) sulla crescita di tumori nei roditori (*) 


Risultati Variazioni di peso Morti 
() () 
| | | 
2 — 1,5/—1,§ 
2 + 2,0/+3,0 0/5 
2 + 2,0/+5,5 2/5 
Linfosarcoma di Patterson ...........0eeeeeeeeeeee I + — 4,0/+2,0 0/5 | 
2 + —1,5/+455 2/5 | 
2 + 1,5/+455 2/5 
Sarcoma osteogenico di Wagner —2,0/+2,0 | o/§ 
2 + 0,5/+3,0 o/§ 
Sarcoma osteogenico di Ridgway ..............++. I — 4,0/+1,5 o/5 
2 — 2,5/+3,0 1/5 
2 — 1,5/+6,5 o/§ | 
(*) Dati di K. Sugiura e C.C. Stock dello Sloan-Kettering Institute. (‘) — crescita maggiore dei 3/4 del diametro medio dei 


controlli; 


4 


denominatore agli animali controlli. 


verso I’attivita virale dei corrispondenti ana- 
loghi uridinici. 

Questi studi indicano che gli analoghi 
nucleosidici inibiscono la propagazione del 
virus interferendo sulla biosintesi degli acidi 
nucleinici. 

Come gia si é detto con gli analoghi nucleo- 
sidici sono state compiute ricerche sulla loro 


+ crescita da 1/2 a 3/4 del diametro medio dei controlli; + 
nessuna crescita 0 crescita fino a 1/4 del diametro medio dei controlli. (") Il numeratore si riferisce agli animali trattati, il 


crescita da 1/4 a 1/2 del diametro medio dei controlli; 


capacita di inibizione di tessuti neoplastici. 
Nelle due tabelle che ora qui riproduciamo 
vengono riportati i risultati ottenuti da Su- 
giura e Stock (32) in esperienze che di- 
mostrano l’effetto di inibizione determinato 
dalla s-aminouridina e dalla 5-idrossiuridina 
sullo sviluppo di tumori sperimentali di 
topi. 


TABELLA III -— Effetto della s-aminouridina (150 mg/Kg) sulla crescita di tumori nei roditori (*) 


Tumore Settimana Risultati Variazioni di peso Morti 
(’) 
2 + 1,0/+2,5 o/5 
Linfosarcoma di Patterson I — 4,0/+2,§ o/§ 
2 + — 4,§/+6,0 2/§ 
Sarcoma osteogenico di Ridgway ................ I — 3,0/+2,0 1/5 
2 + — 3,5/+4,0 1/5 
2 ++ — 2,0/+3,0 2/5 
(*) Dati di K. Sugiura e C.C. Stock dello Sloan-Kettering Institute. (’) — crescita maggiore dei 3/4 del diametro medio dei 


controlli; 


+ crescita da 1/2 a 3/4 del diametro medio dei controlli; + 
+-+ nessuna crescita o crescita fino a 1/4 del diametro medio dei controlli. (?) Per l’eccessiva mortalita gli esperimenti non sono 


significativi. (") Il numeratore si riferisce agli animali trattati, il denominatore agli animali controllo. 


240 
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In questi ultimi anni sono apparse in lettera- 
tura nuove interessantissime ricerche che con- 
fermano l’importanza degli analoghi nucleo- 
sidici. 

Uracili s-alogenati vengono metabolizzati 
come sostituenti della timina nel Bacterium coli 
per la formazione di acidi deossiribonucleinici. 
Anche Iincorporazione del 2-tiouracile 
della 2-azadenina in acidi nucleinici sembra 

rovata. Tutti gli analoghi sostituendo le 
Basi normali nella formazione degli acidi 
nucleinici diventano inibitori della crescita 
per gli organismi nei quali ¢ avvenuta la sosti- 
tuzione. 

Inoltre dalle ricerche di Zamenhof e Gri- 
boff (33) & stato dimostrato che alcuni batteri 
sono in grado di introdurre alcune basi puri- 


CH = CH 


\ 


P-O-(3 ?)-C; 
co—NH” 


niche e pirimidiniche « non naturali» in acidi 
nucleinici. Weygand, Wacker e¢ Patil (34) 
hanno isolato il nucleoside del 5-bromoura- 
cile; Prusoff (35) ha ottenuto in presenza di 


| 
H H H CH C 
OH on | Neo 


cellule lavate di Streptococcus faecalis un desossi- 
riboside della 6-azatimina; anche Handschu- 
macher ¢ Welch (36) hanno provato che, 
incubando resting cells di Streptococcus faecalis 
con 6-azauracile e timidina, si ha |’accumulo 
di un composto che ha tutte le proprieta del 
desossiriboside del 6-azauracile. 

Da queste brevi notizie risulta evidente come 
un analogo di una base pirimidinica o purinica 
possa assumere una pili potente attivita anti- 
metabolitica se somministrato sotto forma di 


nucleoside o forse, ancor pit, di nucleotide. 
Infatti molti analoghi solo se forniti all’orga- 
nismo come nucleosidi (37) o come nucleotidi 
esplicano attivita antimetabolitica in quanto 
altrimenti non risultano atti ad incorporarsi 
in acidi nucleinici. 

Alla sezione di Biochimica del 132° Con- 
gresso dell’ American Chemical Society, Heidel- 
berger (38) ha comunicato alcuni risultati di 
alto interesse nel campo della ricerca chemio- 
terapica antitumorale. Considerando la possi- 
bile maggiore efficacia del nucleoside rispetto 
alla base, risultati molto importanti sono stati 
ottenuti con la s-fluorouridina e la s-fluoro-2’- 
-desossiuridina recentemente sintetizzate. 

Secondo Heidelberger, il livello biochimico 
al quale agiscono queste sostanze é, come gia 


co—>» H,O0,P-O-(3 ?)-C;H,O.-N co 


abbiamo accennato prima, una delle reazioni 
chiave della sintesi degli acidi desossinuclei- 
nici, cioe la metilazione dell’acido desossiuri- 
dilico. 


F 
H H H CH = C 

\ 
(OH H | 


oO 


co 


E importante considerare che dalle cellule 
cancerose coltivate in vitro in presenza di 
s-fluorouracile é stato estratto l’acido 5-fluoro- 


-2’-desossiuridilico: 


Hy O3 P-O-(32)-C; Hy 


CH, 
cH =C 
F 
CH C 
co 
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il che starebbe ad indicare che con la biosintesi 
di questo nucleotide spurio verrebbero a rea- 
lizzarsi i fenomeni di inibizione causati dal- 
l’analogo pirimidinico. 

Heidelberger, Griesbach, Cruz, Schnitzer e¢ 
Grunberg, in ricerche del 1958 sulle fluoro- 
pirimidine (38), studiano l’effetto antitumorale 
della 5-fluorouridina e della 5-fluoro-2’-desos- 
siuridina; ambedue i composti sarebbero 
caratterizzati da una relativamente bassa tossi- 
cita, se somministrati in dose unica; il tratta- 
mento ripetuto per pit giorni richiede una 
opportuna riduzione della dose; negli animali 
morti per intossicazione acuta si osservano 
estese emorragie dei polmoni e del midollo 
osseo. Per quello che riguarda ’attivita anti- 
tumorale, nell’adenocarcinoma 755 ¢ nella 
leucemia 1210 il s-fluorouracile pit attivo 
dei due nucleosidi; nel sarcoma 180 invece 
la $-fluoro-2’-desossiuridina ¢ molto pit 
efficace del 5-fluorouracile; nessuna attivita 
svolgerebbe la 5-fluorouridina. Nel cancro 
ascite di Ehrlich poi maggiormente attivi 
sarebbero i due nucleosidi. 

Di particolare rilievo dal punto di vista 
clinico é l’osservazione che cancri ascite di 
Ehrlich resistenti al 5-fluorouracile sono molto 
sensibili invece alla 5-fluorouridina. 

Sono queste ricerche di grande interesse 
che si affiancano a quelle condotte sull’azione 
citostatica di altri analoghi nucleosidici; Schin- 
dler e Welch (39) hanno infatti osservato 
che il riboside del 6-azauracile inibisce lo 
sviluppo in cultura di cellule di sarcoma 180 
(il 6-azauracile sarebbe invece inefficace). 

Anche in una recente comunicazione di 
Skoda e Sorm (40) si riferisce sulla biosintesi 
del riboside del 6-azauracile operata da cellule 
di Escherichia coli B coltivate in un terreno 
contenente glucosio, sali inorganici e 6-azau- 
racile in concentrazioni sub-batteriostatiche. 
Questi AA. ci comunicano ancora di avere 
isolato questo riboside e di averlo dopo otte- 
nuto allo stato cristallino. 


RIASSUNTO 


Vengono considerati recenti studi sugli analoghi 
pirimidinici, loro opportune applicazioni, possibilita 
di valide utilizzazioni. Inoltre si prospetta l’impor- 
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tanza di analoghi nucleosidici e nucleotidici delle 
pirimidine per una pit efficace attivita in terapia, 
quali antimetaboliti. 


RESUME 
Etudes sur les composés analogues aux pyrimidines. 


L’auteur parle des études récemment effectuées 
sur les composés analogues aux pyrimidines, sur 
leurs applications et sur les possibilités qu’ils peuvent 
offrir d’une efficace utilisation. Il signale en outre 
l'importance que peuvent avoir certains compos¢s 
nucléosidiques et nucléotidiques analogues aux 
pyrimidines en tant qu’antimétabolites doués d’une 
activité thérapeutique plus marquée. 


SUMMARY 
Studies on the analogs of pyrimidines. 


Some recent studies on the analogs of pyrimidines 
are reviewed and their suitable applications and 
possibilites of valid utilizations are discussed. , Fur- 
thermore, the practical importance of nucleotidic and 
nucleosidic analogs of pyrimidines as antimetabolites 
is postulated, for a higher therapeutic effectiveness. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Studien iiber Pyrimidinanaloge. 


Die neuesten Studien iiber die pyrimidinanalogen 
Substanzen, deren zweckmiassige Anwendungen 
und Méglichkeit einer niitzlichen Verwertung 
werden in Betracht gezogen. Ausserdem wird die 
Wichtigkeit von nukleosidischen und nukleotidischen 
Pyrimidinanalogen in Bezug auf ihre bessere thera- 
peutische Wirkung als antimetabolische Substanzen 
aufgezeigt. 


RESUMEN 
Estudios sobre los compuestos andlogos a las pirimidinas. 


El autor habla de los estudios efectuados la recien- 
temente sobre los compuestos andlogos a las pirimidi- 
nas, sobre sus aplicaciones y sobre las posibilidades 
que ofrecen de ser eficazmente utilizados. Subraya 
ademas la posible importancia de compuestos nucleo- 
sidicos y nucleotidicos analogos a las pirimidinas 
como antimetabolitos dotados de una mayor acti- 
vidad terapéutica. 
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PHYSIOLOGISCH-CHEMISCHES INSTITUT DER UNIVERSITAT ZURICH (SVIZZERA) 
(Vorsteher: Prof. F. Leuthardt) 


Cromatografia del DNA su scambiatori ionici 


G. SEMENZA 


Limiterd questa mia breve trattazione alla 
cromatografia dell’acido desossinucleico (DNA) 
su scambiatori ionici, perché essa si presta 
anche ad un parziale trattamento teorico e 
perché essa sembra essere destinata ad ulteriori 
fecondi sviluppi. 

«L’essenza della cromatografia la _per- 
colazione uniforme di un fluido attraverso 
una sostanza pit! o meno finemente suddivisa, 
che selettivamente ritarda, in un modo o 
nell’altro, alcuni componénti del fluido » (1). 
Del procedimento cromatografico cioé 
caratteristico che alcune sostanze vengano 
ritardate rispetto ad altre: cid é misurato dal 
«volume ritardo» o dall’R¢ o simili. 

Chiedo scusa di aver voluto richiamare 
questi concetti elementari, ma appunto nel 
comportamento del volume ritardo risiede 
la principale differenza tra la cromatografia 
di sostanze a basso peso molecolare ¢ quella 
di polielettroliti su scambiatori ionici. Infatti 
durante la cromatografia con una miscela 
di sostanze a basso peso molecolare siamo abi- 
tuati a veder comparire nell’effluente, uno 
dopo l’altro, i vari componenti della miscela, 
ciascuno con un diverso « volume ritardo », 
mentre la composizione dell’eluente ¢ man- 
tenuta costante; nella cromatografia a scambio 
ionico dei polielettroliti, invece, nella grande 
maggioranza dei casi, il « volume ritardo» varia 
bruscamente da infinito a bassissimi valori, 
con il cambio dell’eluente: il policlettrolita 
eluito cioé si muove con il fronte del solvente 
che é servito ad eluirlo, o altrimenti non si 
muove se non con fortissimo tailing (2). 
Analogo comportamento ha il DNA. 

chiaro perd che si tratta soprattutto di 
differenze quantitative, potendosi avere ec- 
cezioni. Tuttavia, sta di fatto che ogni consi- 
derazione teorica sulla cromatografia a scam- 
bio ionico dei policlettroliti non pud fare 


che cauto uso dei concetti di « volume ritardo» 
o R¢ o simili, e che, dal punto di vista pratico, 
non é piu possibile caratterizzare una deter- 
minata frazione dal suo « volume ritardo » 
o Rg, e che, inoltre, il cromatogramma di 
un polielettrolita deve essere impostato pra- 
ticamente in modo diverso. 

Il DNA pud fissarsi su un adsorbente at- 
traverso due meccanismi soprattutto: scambio 
ionico e adsorbimento. Nel caso dei mate- 
riali sinora proposti, ¢ che riporterO in seguito, 
entrambi i meccanismi entrano in gioco, il 
primo essendo probabilmente il prevalente. 

Noi possiamo rappresentarci la reazione di 
adsorbimento-eluzione di un_ polielettrolita 
su uno scambiatore ionico secondo la seguente 
equazione (cfr. anche ref. 2 € 3): 


N + ME, ~ nE + NM 
dove: N é un polielettrolita portante n cari- 
che attive nello scambio; 


M é una parte dello scambiatore por- 
tante n cariche; 
E é lo ione monovalente eluente (a- 
vente basso peso molecolare). 
La costante di equilibrio é pertanto: 
[E}" [NM| 
(N] [MEn] 
quadre sono state portate 


K 


dove tra parentesi 
le attivita. 

Da questa formulazione si ricava quindi 
subito una deduzione di notevole interesse, 
che pone in rilievo la differenza di comporta- 
mento dell’R¢ tra policlettroliti e oligoelet- 
troliti: ¢ chiaro che quanto pit grande é il 
numero delle cariche n portate dal polielet- 
trolita, tanto pit grandi saranno le variazioni 
dell’affinita del polielettrolita per lo scam- 
biatore, in conseguenza di variazioni della 
concentrazione dell’eluente E. Resta cioé 
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chiaro perché I’R¢, nel caso di scambio ionico 
di polielettroliti, vari bruscamente da bassis- 
simi ad altissimi valori. Cid corrisponde a 
quanto si constata sperimentalmente, come ho 
detto pitt sopra. 


Da questa formulazione perd si possono 
anche ricavare altre importanti deduzioni, 
valide limitatamente ad un sistema omogeneo 
di polimeri, differenti cioé solo per peso 
molecolare e lunghezza molecolare, al quale 
le soluzioni di acido desossinucleico possono 
essere assimilate in prima approssimazione. 
Infatti, secondo la ben nota rappresentazione 
della struttura del DNA proposta da Watson 
e Crick, e ormai suffragata da numerose basi 
sperimentali, i DNA possono rappresentarsi 
come doppie spirali dove i fosfati sono posti 
all’esterno e le basi all’interno, tenute assieme 
da un sistema abbastanza rigido di legami 
di idrogeno. Ora, ai fini dello scambio ionico, 
noi possiamo ritenere: 


1) che la differenza di composizione in 
purine ¢ pirimidine non giochi un ruolo im- 
portante nello scambio ionico: cid é stato 
constatato sperimentalmente sia su calcio 
fosfato che su Ecteola-Cellulosa, come dird poi; 


2) che la sezione molecolare sia eguale 
nelle varie molecole e costante lungo cia- 
scuna molecola. Cid probabilmente non é 
interamente corretto, ma sappiamo pure che 
non é troppo lontano dal vero, cosi che in 
prima approssimazione pud venire accettato; 


3) che i fosfati terminali, in confronto 
ai fosfati laterali, non siano numericamente 
importanti: una diretta conseguenza dell’ele- 
vato peso molecolare del DNA, privo di 
ramificazioni. 


Pertanto, tra pH 6 ¢ 10 é da ritenere che i 
fosfati laterali siano i gruppi di gran lunga 
pi importanti nello scambio ionico, e che 
il loro numero sia direttamente proporzio- 
nale al peso molecolare del polimero. Ora, 
poiché é assai verosimile che i coefficienti di 
affinita non varino sensibilmente da un DNA 
all’altro per una stessa concentrazione, dalla 
formulazione della costante di equilibrio ri- 
portata pill sopra si ricava direttamente che 
é il logaritmo dell’affinita tra DNA e scambia- 
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tore che cresce proporzionalmente al numero 
delle cariche, e quindi, per quanto detto 
pitt sopra, al peso molecolare del DNA 
stesso. 

Si osservera che, nella maggior parte degli 
scambiatori ionici di uso corrente (particolar- 
mente nelle resine) i polimeri mostrano una 
affinita che é assai minore dei corrispondenti 
monomeri: per esempio, gli acidi poligalat- 
turonici, polimannuronici e 
non vengono trattenuti dall’ Amberlite IR-4B, 
mentre i corrispondenti monomeri sono quan- 
titativamente trattenuti (4). Cid é dovuto al 
fatto che nelle resine i gruppi attivi sono 
situati non solo alla mann delle particelle 
ma anche, anzi soprattutto, nell’interno di 
esse: i fenomeni di diffusione all’interno della 
fase resina assumono pertanto un’importanza 
di primo piano. Non é quindi da stupire che 
un polimero non riesca a diffondere nell’in- 
terno della resina con sufficiente rapidita per 
esservi trattenuto, o non possa diffondervi 
affatto. 

Ma é interessante osservare che, nel caso 
delle cellulose sostituite, che sembrano esser 
cosi promettenti nella cromatografia dei po- 
lielettroliti, si tratta di fibre nelle quali i gruppi 
attivi sono stati introdotti senza distruggere 
la fibra stessa: cioé i gruppi attivi si trovano 
solo o prevalentemente alla superficie della 
fibra. In questo caso i fenomeni di diffusione 
all’interno della fibra non sono condizionanti 
ai fini della cromatografia. E in questo caso 
si vede che l’affinita del DNA per lo scambia- 
tore cresce con il crescere del peso molecolare: 
Bendich e Coll. hanno riportato che i pro- 
dotti di una digestione parziale del DNA con 
DN-asi (oligonucleotidi e piccoli polinucleotidi) 
hanno una affinita per la Ecteola-Cellulosa 
minore che il DNA originario (5). Pit re- 
centemente, lo stesso gruppo ha riportato 
che i pesi molecolari delle frazioni di DNA 
ottenute per cromatografia su Ecteola-Cel- 
lulosa crescono col crescere dell’affinita per 
lo scambiatore. 

Anche su calcio fosfato l’affinita cresce col 
peso molecolare: l’esperimento riportato nella 
figura 1 si riferisce a un idrolisato parziale di 
DNA. Come si vede, la maggior parte degli 
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oligo- e poli-nucleotidi cosi ottenuti viene 
eluita a concentrazioni di fosfati assai minori 
a quelle necessarie ad eluire il DNA originario 
(0.30-0.35 M). Delle tre frazioni principali 
ottenute la prima é interamente dializzabile, 
la seconda parzialmente e la terza non é dializ- 
zabile. La parte inferiore della diapositiva 
mostra la ricromatografia della seconda fra- 
zione, dalla quale é chiaro che un effettivo 
frazionamento é stato ottenuto. 

Purtroppo, un trattamento quantitativo 
esatto dei dati sperimentali, allo scopo di 
verificare l’equazione su riportata, non é stato 
sinora per questo sono neces- 
sarie, tra l’altro, frazioni sensibilmente pit 
purificate di quelle che sinora sono state a 
disposizione. Tuttavia il lavoro in questo 
senso ¢ in corso, data la sua importanza, ai 
fini di poter investigare il- reciproco peso di 
questi due fattori, scambio ionico e adsorbi- 
mento, nella cromatografia del DNA. In- 
fatti, & facilmente intuibile e quasi ovvio 


| 
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Fig. 1. - Cromatografia di un idrolisato parziale di DNA, su Ca 
fosfato. Sulle ordinate, il numero delle frazioni. Come eluenti si 
sono usati tamponi di fosfati a pH 6,8 le cui molarita sono 
indicate accanto alle rispettive frecce. In b, ricromatografia della 
frazione eluita con fosfati 0,05 M. (Da Semenza, 6). 


che quante pit cariche T’elettrolita porti 
tanto pitt grande debba essere la sua affinita 
per lo scambiatore: quello che é importante 
che un meccanismo a scambio ionico 
comporta una proporzionalita tra peso mole- 
colare e logaritmo Tella costante di equilibrio. 
Ogni deviazione da questo comportamento 
da una misura indiretta dell’intervento di 
altri meccanismi, particolarmente dell’adsor- 
bimento. 

Lo scambio ionico su resine scarsamente 
sostituite é stato talvolta trattato con successo 
come un equilibrio di membrana di Donnan. 
Su di esso non intendo tuttavia soffermarmi, 
dato che non si pud presumere che esso giochi 
nel nostro caso una parte rilevante, per almeno 
due motivi: 


1) come ho detto sopra, le cellulose sosti- 
tuite (che sono gli scambiatori per noi pit 
importanti) portano le cariche attive soprat- 
tutto alla superficie; 


2) il DNA non diffonde, naturalmente, 
attraverso membrane semipermeabili. 

E difficile prevedere teoricamente |’adsor- 
bimento comparativo degli elementi di una 
serie omogenea di polimeri: infatti qualche 
fattore pud essere previsto con sufficiente 
ragionevolezza (che, per esempio, nella forma- 
zione dello strato monomolecolare il volume 
delle molecole condizioni la capacita del- 
l’adsorbente), ma molti altri ci sono ignoti e 
senza la possibilita di fare verosimili sempli- 
ficazioni. Pertanto, la definizione dell’impor- 
tanza dei fenomeni di adsorbimento semplice 
nella cromatografia del DNA é da aspet- 
tarsi da due ordini di ricerche: 


1) indirettamente, dalla deviazione della 
funzione log K ~ n dalla retta teoricamente 
prevedibile; 

2) dallo studio dell'effetto della tempera- 
tura: qui una grave limitazione essendo posta 
dai limiti della stabilita termica del DNA. 

Ho desiderato esporre brevemente queste 
considerazioni sulla cromatografia del DNA, 
prima di passare all’esposizione delle tecniche, 
perché ritengo che la cromatografia applicata 
al DNA non sia destinata solo ad essere una 
tecnica utile ad altri fini di ricerca, ma stia 
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divenendo pure un importante mezzo di 
studio di propricta chimico-fisiche di questi 
composti; in un certo senso similmente a 
quanto avviene per la ultracentrifugazione: 
un mezzo di preparazione e di analisi, ma anche 
un importante mezzo di studio dei colloidi. 
Non mi dilungherd sui tipi di colonne e 
sulla disposizione meccanica della cromato- 
grafia del DNA, essendo essi identici a quelli 
dei comuni procedimenti cromatografici. 
La seguente tabella riporta i materiali non 
proteici (*) sui quali il DNA pud esser quan- 
titativamente adsorbito ed eluito: 


Ca fosfato (idrossiapatite): Semenza (6); Main 
e Cole (7). 

Ecteola-Cellulosa: Bendich e Coll. (5, 8). 

DEAE-Cellulosa: Semenza (9). 

IRC-50 con acetato di Mg: Crampton e Coll. (10). 


Come si vede, la scelta é limitata. Cid non 
deve sorprendere, perché i DNA, come le 
proteine, sono spesso adsorbiti irreversibil- 
mente, sono facilmente denaturabili, parti- 
colarmente da pH estremi e da molti 
organici e, probabilmente, anche da obbligate 
configurazioni steriche dei siti attivi dell’ad- 
sorbente, che determinano una _ distorsione 
obbligatoria di queste macromolecole. Per 
i DNA, una difficolta in pit é che essi presen- 
tano, come é@ noto, estremamente elevate 
interazioni intermolecolari. 


Su calcio fosfato (idrossiapatite) il DNA. 


viene adsorbito, in presenza di tampone di 
fosfati diluito a pH attorno alla neutralita. 
Sono stati proposti due procedimenti: in 
quello proposto da me (6), la cromatografia 
é condotta tutta — adsorbimento ed eluzione 
— in presenza di NaCl 1 M. Lo scopo di cid 
é di ridurre le interazioni intermolecolari e 
la viscosita delle soluzioni di DNA; quindi 
di permettere una maggiore velocita di flusso 
€ una conseguente minore durata dell’intero 
procedimento. La figura 2 mostra un esperi- 


(*) Altri materiali (proteici) per la cromatografia del DNA 
sono quelli proposti da G. B. Brown (istone-kieselgur, 11; istone- 
cellulosa, 12) e da Lerman (albumina metilata, 13); il meccanismo 
della cromatografia ¢ qui naturalmente assai diverso. 
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mento. I] DNA é stato adsorbito in tampone 
di fosfati diluito ¢ leluzione é stata compiuta 
stepwise con tamponi di fosfati a concentra- 
zione crescente, allo stesso pH 6,8. Come 
si vede, si sono ottenute almeno due frazioni, 
una eluita con tampone 0.30 M e l’altra con 
tampone 0.35 M (una terza, non mostrata 
nella figura, viene eluita solo da fosfati 3 M + 
versene). Le prime due frazioni rappresentano 
ciascuna circa il 40% del DNA adsorbito. 
Ora, conviene tener presente che nella 
cromatografia dei polielettroliti pud avvenire 
che una stessa sostanza possa dar luogo a pit 
zone. Cid pud esser a vari fattori 
(effetti di mutuo spostamento, uso di eluenti 
a concentrazioni troppo vicine I’una all’altra, 
ecc.: cfr. Boman, 14). Pertanto, l’effettiva 
individualita di una zona pud esser giudicata 
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Fig. 2. - Cromatografia di DNA su Ca fosfato. In b ricromato- 

grafia della frazione «0.35 M.». In ¢ ricromatografia della fra- 

zione «0.30 M». In d ricromatografia della frazione «0.30 M», 

ottenuta dall’esp. c. Per altri dettagli, v. figura I e€ testo. 
(Da Semenza, 6). 


sp 
( 
d 
. 200 
| 
0 
|| 


solo attraverso uno o entrambi dei seguenti 
criteri: 


1) comportamento alla ricromatografia ¢ 


2) concentrazione e purificazione di una 
specie molecolare rispetto alle altre; cioé 
aumento dell’attivita specifica, per esempio 
nel caso di enzimi o di fattori trasformanti. 


Pertanto, nell’esperimento riportato pit 
sopra, entrambe le frazioni sono state ricro- 
matografate separatamente. Cid ha mostrato 
(vedi figura) che la fr. «0.30 M» tende a 
trasformarsi nella «0.35 M». Questo feno- 
meno ha reso difficile il giudicare definiti- 
vamente se il frazionamento dovuto al Ca 
fosfato sia legato a propricta preesistenti del 
DNA, o a modificazioni del DNA indotte 
dal Ca fosfato stesso. Tra le frazioni non esi- 
stono differenze in composizione in purine 
pirimidine. 

Pit promettente é¢ certo il Ca fosfato per il 
frazionamento di oligonucleotidi ottenuti da 
una idrolisi parziale del DNA (come é rife- 
rito nella fig. 1). Pure utile é la cromatografia 
su Ca fosfato ai fini di separare il DNA da 
proteine, stante la loro considerevole diver- 
sita di affinita. 

Analoghi risultati sono stati ottenuti fa- 
cendo uso dell’altro procedimento di croma- 
tografia del DNA su Ca fosfato (7): qui 
avviene per aumento coritinuo della 
concentrazione del tampone di fosfati, in 
assenza di NaCl; qui il flusso é lento e l’intero 
procedimento dura circa § giorni. 

Ai fini del frazionamento dei vari DNA, 
tuttavia, appaiono soprattutto promettenti 
i derivati della cellulosa, che Peterson e Sober 
hanno introdotto per la cromatografia delle 
proteine (15). Essi, come @ noto, vengono 
preparati facendo reagire l’alcali-cellulosa_ri- 
spettivamente con trictanolamina ~ epiclori- 
drina (per la Ecteola-Cellulosa) 0 con 2-clo- 
velaiaatilies (per la DEAE-Cellulosa). Si 
ottengono cosi degli scambiatori ionici che, 
essendo scarsamente sostituiti e idrofili, pre- 
sentano scarsissima attivita denaturante verso 
le proteine e gli acidi nucleici. 

Secondo il procedimento proposto da Ben- 
dich (fig. 3), il DNA é adsorbito su Ecteola- 


Cellulosa in fosfati diluiti a pH 7: l’eluzione 
viene condotta con un gradiente continuo di 
NaCl e poi di NH,OH. Infine si lava con 
NaOH 0,5 N. Si ottiene cosi un profilo 
assai accidentato, che é dovuto alla separazione 
arziale di numerose specie di DNA. Che 
’Ecteola-Cellulosa abbia effettivamente un 
potere selettivo nei riguardi dei vari DNA 
mostrato dall’applicazione dei due criteri 
che ho citato pi sopra: la ricromatografia 
mostra infatti che, anche se con notevole 
mutua contaminazione, la maggior parte del 
DNA che viene ricromatografato Sl ritrova 
allo stesso posto della cromatografia originaria. 
Inoltre, ¢ questi sono elementi decisivi, Ben- 
dich ha potuto ottenere con Ecteola-Cellulosa 
una purificazione di fattori trasformanti bat- 
terici (16), e di DNA primer nel sistema 
enzimatico di Kornberg (20). BE pertanto da 
ritenere che |’Ecteola-Cellulosa sia capace di 
produrre un frazionamento delle diverse 
specie molecolari di DNA presenti nella mi- 
scela. Anche qui, come ho detto pit sopra, 
il frazionamento é in relazione ai pesi mole- 
colari dei DNA. 

Per quanto riguarda gli altri due metodi, 
una loro discussione dettagliata é prematura, 
visto che solo dati preliminari sono disponibili. 

In questa mia succinta esposizione spero 
di aver potuto mettere in evidenza soprat- 
tutto due elementi: che la cromatografia 
del DNA sta diventando un campo di enorme 
interesse ai fini della scienza di questi difficili 


20 “0 #0 100 40200 220 2000-80280 
Nec! —————e|~0 2 Om | Grogan! 7 105 (24 NOC!) 


00? 026 O39 O4F 


Fig. 3. - Cromatografia di DNA su Ecteola-Cellulosa. 
(Da Bendich e Coll., §). 
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colloidi ¢ che inoltre essa é divenuta un im- 
portante mezzo di indagine — preparativa 
ed analitica — delle proprieta biologiche e 
biochimiche dei DNA. 

Ho solo accennato di sfuggita alle applica- 
zioni di queste tecniche, anche perché esse 
sono state trattate altrove di recente (18) ¢ 
soprattutto perché sono chiare alla mente di 
ogni biochimico: per esempio, in che cosa 
differisce un DNA dall’altro? Hanno tutti i 
DNA funzione genica o alcuni sono di riserva? 
Quando un gene muta che cosa significa 
chimicamente? In alcune malattie tumorali 
abbiamo descritto (19) alterazioni di alcune 
caratteristiche chimico-fisiche del DNA: sono 
queste alterazioni comuni a tutte le molecole 
o interessano solo alcune? Kornberg e Coll. (17) 
hanno descritto un sistema enzimatico capace 
di sintetizzare in vitro DNA a partire da mo- 
nonucleotidi e in presenza di una certa quan- 
tita di DNA; per studiare come agisce questo 
primer, sara necessario, per esempio, vedere 
se tutti i vari DNA hanno la stessa capacita. 
Per questo mi sembra che qui, ancor pit: che 
in altri campi della biochimica, tecniche alter- 
native di frazionamento possano dare risultati 
fecondi. 


RIASSUNTO 
L’Autore, dopo alcune brevi considerazioni teoriche, 
riassume le tecniche di cromatografia degli acidi 
desossiribonucleici su scambiatori ionici, che su di 


esse si basano, e ne discute brevemente la validita e 
il significato. 


RESUME 
Chromatographie du DNA sur résines échangeuses d’ ions. 
Aprés en avoir exposé briévement les bases théo- 
riques, l’Auteur décrit les procédés de chromatogra- 
phie des acides desoxyribonucléiques sur échangeurs 


@ions. Leur validité et leur signification ‘sont aussi 
discutées. 


SUMMARY 
Ion-exchange chromatography of DNA. 
After some brief theoretical considerations, the 
techniques of ion-exchange chromatography of de- 
soxyribonucleic acids based on them are summarized 
and their validity and significance are discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


DNS-Chromatographie bei Jonenaustauschern. 


Unter Voraussetzung einiger kurzgefassten theore- 
tischen Betrachtungen, gibt der Autor eine Abhand- 
lung iiber die sich darauf begriindenden Techniken 
der Chromatographie der Desoxyribonucleinsauren 
bei Jonenaustauschern und diskutiert kurz deren 
Wert und Bedeutung. 


RESUMEN 
Cromatografia del DNA sobre resinas intercambia-iones. 


Tras unas breves consideraciones tedricas, el autor 
resume las técnicas de cromatografia de los acidos 
desoxinucleicos sobre resinas intercambia-iones; y de 
estas técnicas basadas en aquellas consideraciones, 
discute luego brevemente la validez y el significado. 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI BOLOGNA 


(Direttore: Prof. G. Moruzzi) 


Significato biochimico dell’acido orotico 


A. RABBI 


L’acido orotico (AO) suscita l’interesse del 
biochimico da una quindicina d’anni soltanto, 
anche se la scoperta di questa sostanza in ma- 
teriali biologici, ad opera di Biscaro e Bel- 
loni (1) risale all’inizio del secolo. Questi due 
AA. italiani lo isolarono infatti nel 1905 dal 
siero di latte di mucca e pit precisamente dai 
residui ottenuti dopo l’estrazione del lattosio. 
La sostanza deriva il suo nome dal greco 
600s = siero. L’AO era stato tuttavia sin- 
tetizzato fin dal 1897 da Miiller condensando 
urea con un estere dell’acido ossalacetico. Si 
deve perd a Bachstez (2), nel 1930, la prova 
definitiva dell’identita della sostanza isolata 
da Biscaro e Belloni con I’acido uracil-4- 
-carbossilico sintetizzato dal Wheeler (3) nel 
1907. 

— =O 
CH 
HN —C— COOH 
acido orotico 


L’AO si presenta come una polvere bianca, 
cristallina, inodora, insapora, scarsamete so- 
lubile nell’acqua, insolubile nei comuni sol- 
venti organici. Lo spettro di assorbimento nel- 
lultravioletto presenta un massimo a 278 my.. 
Leone e Scala (4) hanno descritto per l’AO 
metodi di analisi cromatografica su carta ¢ 
Chiancone e Coll. (5), ai quali si devono im- 
portanti studi sull’AO; ne riportano gli R¢ 
caratteristici. Tuttavia determinazioni di AO 
si eseguono con maggior precisione impie- 
gando metodi microbiologici (Lactobacillus 
bulgaricus 09). 

Benché manchi una sistematica indagine 
sulla diffusione dell’AO in natura, riteniamo 
assai importante, proprio ai fini di una pid 
completa comprensione del suo significato 
biochimico, soffermarsi sui dati presenti in 


letteratura riguardanti il contenuto di que- 
sta struttura nei vari materiali biologici sag- 
giati. Va detto innanzitutto che la fonte 
nutritiva naturale pit ricca di AO é il latte. 
Da un lavoro di Hallanger e Coll. (6) ripor- 
tiamo nella tabella I i dati ottenuti con me- 
todo microbiologico. 


TABELLA | 


Contenuto di acido 


Specie animale orotico nel latte: y /mi 


Vacca: 
78,9 + 17,1 
Il 89,1 8,2 

63 

7 


Si deve agli stessi AA. l’aver posto in rilievo 
non solo variazioni individuali nel contenuto 
di AO nel latte, variazioni verosimilmente 
da ascriversi anche al tipo di alimentazione, 
ma di aver mostrato il notevole incremento 
di AO nella secrezione lattea del periodo 
immediatamente seguente il parto. In queste 
condizioni infatti il latte presenta valori di 
AO fino a 4-5 volte superiori a quelli normali. 
Sebbene sia difficile interpretare il significato 
biologico di tali variazioni é intuibile che il 
fenomeno debba riconnettersi alla nutrizione 
del neonato o al fenomeno della lattazione. 

Altro dato interessante emerso dalle ri- 
cerche di Hallanger e Coll. (6) & che il latte 
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proveniente da organismi onnivori e mono- 
gastrici (ratto, maiale, uomo) presenta conte- 
nuti di AO nettamente inferiori a quelli dei 
ruminanti. E questo un dato di un certo 
interesse da tenere presente in una discussione 
sul significato biologico generale dell’ AO. 
Il fatto che la concentrazione di AO sia pit 
elevata nel latte dei ruminanti e del cavallo 
(che possiede un cieco enorme) fa ritenere che 
la flora intestinale non debba essere estranea 
alla biosintesi di tale composto. Resta peraltro 
oscura, a meno che non sinvochino conce- 
zioni finalistiche, la ragione per la quale tale 
biogenesi viene attivata nel periodo immedia- 
tamente seguente il parto. In realta il neonato 
appare ampiamente rifornito di AO come se 
la struttura fosse necessaria per le intense 
attivita biosintetiche caratteristiche di tale 
organismo. Makino (7) afferma nel suo lavoro 
che l’alto contenuto di AO nel latte di mucca 
pud giustificare il rapido incremento corporeo 
del vitello. 

Fissato cosi il concetto che il latte costi- 
tuisce la fonte nutritiva naturale attraverso la 
quale i mammiferi assumono AO, suggerendo 
cosi l'ipotesi che la struttura sia implicata nel 
processo della lattazione, e in ogni caso nella 
nutrizione del neonato, vediamo ora in quali 
altre fonti é stato possibile reperire la presenza 
di questo acido. 

A tale riguardo Wright e Coll. (8) hanno 
saggiato una serie di materiali. Riportiamo la 
tabella Il, mettendo tuttavia in rilievo che i 
dati assumono, dal punto di vista nutritivo, 
una relativa importanza, non potendosi con- 
siderare le sostanze prese in esame come co- 
muni costituenti dietetici. D’altra parte, come 
meglio si comprendera in seguito, risulta 
evidente che l’'AO non pud essere presente 
nei tessuti in genere in quantita cospicua, dato 
il ruolo metabolico della struttura come in- 
termedio nei processi di biogenesi dei nucleo- 
tidi_pirimidinici. 

A 40 anni di distanza dalla scoperta dell’AO 
si devono a Loring e a Pierce (9) e a Rogers (10) 
le prime ricerche dimostranti l’azione biologica 
di questa struttura come principio favorente 
l’accrescimento di microrganismi: i primi AA., 
indagando su una mutante di Neurospora che 
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non cresce in un mezzo nutritivo in cui siano 


assenti uracile e citosina; il secondo, studiando 
l’accrescimento di certi Streptococchi, vide che 
AO era altrettanto efficiente dell’uracile nel 
determinarne l’accrescimento. Sono queste le 
indagini preliminari mostranti come |’AO 
sia, in definitiva, interessato al metabolismo 
delle strutture pirimidiniche. 

Successivamente si dimostrd che lAO 
marcato con N?%, quando é introdotto nel 
ratto viene nella biogenesi delle 
pirimidine; cosi pure l’AO marcato con C4 
nel C in 2 é ampiamente incorporato nelle 
pirimidine del fegato di ratto e del lievito. 
L’incorporazione di AO marcato nelle piri- 
midine é stata pure osservata in E. coli, L. bul- 
garicus, tumori, tessuti, ecc. 


TABELLA II 


Contenuto di acido 


Materidle saggiato orotico: y/g o ml 


Eetratto di 2670 
Frazione «L» del fegato ....... 2000 
Frazione «S» del fegato ....... 1040 
Polvere di latte scremato ...... 680 


E di notevole importanza sottolineare che 
AO costituisce lunica struttura ciclica pre- 
formata che, introdotta come tale nell’orga- 
nismo, é capace di essere ampiamente incorpo- 
rata nei nucleotidi pirimidinici. Infatti é stato 
dimostrato che l’uracile, la timina e la citosina 
marcati con N?°, quando vengono sommini- 
strati nell’animale, non sono incorporati ma 
invece rapidamente demoliti nel fegato (11). 
Nel meccanismo di utilizzazione dell’AO é 
dimostrato che é¢ la molecola in toto ad essere 
impiegata. In relazione al fatto che le libere basi 
pirimidiniche come tali non vengono usual- 
mente incorporate nei tessuti, salvo rari esempi, 
e che invece i rispettivi ribosidi e ribotidi 
lo song pit facilmente, si é¢ pensato che anche 
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fosse precocemente unito riboso 
fosfato. In realta l'unione con riboso fosfato 
precede la sua decarbossilazione. Pertanto il 
ribotide dell’AO od orotidina precorre il ri- 
botide dell’uracile o uridina che costituisce 
il primo nucleotide pirimidinico formato. 

Importanti ricerche sul ruolo dell’acido 
orotico come intermedio nella biogenesi 
pirimidinica sono state condotte da Reichard 
(12) incubando fettine di fegato di ratto 
con AO in eccesso e cloruro d’ammonio 
N?#5. Questo A. osservd che nella sintesi dei 
polinucleotidi Tincorporazione dell’N™® era 
notevolmente diminuita e che |’AO alla fine 
dell’esperimento conteneva forti quantita 
d'isotopo. Il fenomeno si spiega ammettendo 
da un lato un’immediata incorporazione di 
AO e, dall’altro, una sua neoformazione. 
Oggi é conosciuta la biogenesi dell’AO 
intimamente connessa a quella delle piri- 
midine o pitt precisamente del nucleotide 
pirimidinico. 

Lo schema indica chiaramente la posizione 
dell’AO nella biosintesi del ribotide pirimi- 
dinico. In tale biogenesi sono implicati i com- 
posti come I’acido aspartico, il carbamilfosfato, 
l’acido ureidosuccinico, l’acido diidro-orotico, 
il PRPP, l’orotidina-s5’-fosfato. Le reazioni 
indicate con le frecce lineari rappresentano le 
reazioni enzimatiche note. L’enzima che opera 
la reazione A é denominato ureidosuccinico- 
-sintetasi, quello delle tappe B e C rispettiva- 
mente diidro-orotasi e acido diidro-orotico- 
deidrogenasi. La reazione D (orotidilico piro- 
fosforilasi) & stata dimostrata in estratti di 
diverse specie batteriche; essa é operata da 
preparazioni enzimatiche ottenute da lievito. 

La reazione E é operata da enzimi presenti 
in alcuni microrganismi. Reichard (13) ha 
dimostrato che la formazione dell’acido urei- 
dosuccinico da aspartico+CO,+NHsg appare 
localizzata nei mitocondri. Nella formazione 
dell’ureidosuccinato interviene il carbamil- 
fostato tramite processi di transcarbamilazione. 
Il carbamilfosfato @ stato isolato da estratti 
batterici ed ottenuto per sintesi in vitro; esso 
é oggi considerato come uno dei mezzi di 
organicizzazione dell’ammoniaca prodotta nei 
processi desaminativi. Il carbamilfosfato si é 
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dimostrato un attivo donatore di carbamil- 
gruppi per diversi substrati (aspartico, ornitina, 
ecc.). 

Abbiamo cosi tracciato il ruolo metabolico 
dell’AO. Questa struttura pertanto costituisce 
un precursore e nello stesso tempo un inter- 
della. biosintesi_pirimidinica. Il signi- 
ficato biochimico dell’AO @ assai notevole, 
se si deve considerare la biosintesi nucleotidica 
che parte da precursori semplici come la via 
prevalentemente battuta dalle cellule per la 
formazione dei propri specifici ed essenziali 
nucleotidi. Si tratta infatti di un processo 
metabolico troppo importante per ammettere 
che, almeno in condizioni normali, la cellula 
non segua tale via, ponendosi invece alla 
mercé di apporti esogeni precari e particolari. 
- In questa considerazione ci conforta l’osser- 
vazione sperimentale che ha dimostrato come 
normalmente negli organismi superiori le 
basi pirimidiniche come tali, ¢ in certo grado 
anche le puriniche, non vengano usualmente 
utilizzate ¢ che, in definitiva, in tutto il mondo 
vivente, se si escludono pochi microrganismi, 
la biosintesi degli acidi nucleinici avviene a 
spese di precursori estremamente semplici 
(glicina, aspartico, glutamico, CO,, formiato). 


I primi dati sull’effetto dell’AO nella cre- 
scita del mammifero si devono a Makino e 
Coll. (7) ed a Manna ed Hauge (14). I primi 
AA., su un numero in realta esiguo di animali 
(4 topini), osservano l’azione favorente I’ac- 
crescimento dell’AO somministrato con una 
dieta peraltro non bene specificata. Le ri- 
cerche di Manna e Hauge eseguite sul ratto 
risultano pitt complete. Gli AA. dimostrano 
che |’AO, sia pure in particolari condizioni 
sperimentali, si dimostra un fattore di crescita 
per il ratto. L’azione dell’AO non appare 
identificabile a quella della vitamina B,, ma 
piuttosto a quella della cosiddetta vitamina Bs, 
isolata da Novak ed Hauge (15) da alcuni 
materiali biologici (DDS, urina, ecc.). I mas- 
simi di assorbimento nell’ultravioletto dell’AO 
e della vitamina B,,, abbastanza vicini, hanno 
permesso a questi studiosi di prospettare che 
AO sia o una parte della vitamina B,, 0 
un prodotto della sua metabolizzazione. 
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Negli stessi anni, ma partendo da tutt’altre 
premesse, vengono svolte a Bologna, ad opera 
di Moruzzi e Coll., ed a Milano ad opera di 
Chiancone e Coll., importanti studi sull’ef- 
fetto biologico dell’AO. Mentre per Chian- 
cone e Coll. rimandiamo al loro citato lavoro 
(s) ed alla loro Relazione in questa stessa sede, 
soffermiamoci sulle indagini svolte nell’Istituto 
di Chimica Biologica Ell Universita di Bo- 
logna. 

Fin dal 1951 Piccioni, Rabbi e Moruzzi, 
in ricerche sulle manifestazioni carenziali nei 
cosiddetti Fattori Proteici Animali (FPA), ave- 
vano dimostrato, attraverso l’impiego di una 
particolare dieta che, mentre piccole quantita 
di latte intero riuscivano a risolvere la carenza 
in FPA, la vitamina B,,, almeno nelle modalita 
di somministrazione usate, risultava inefficace. 
E noto che fino al 1948 per FPA s'intendeva 
uno o pit fattori, normale ripro- 
duzione e sopravvivenza dei neonati, presenti 
nelle proteine di origine animale. Si trattava 
di fattori ignoti, non identificabili quindi con 
le vitamine conosciute né con gli aminoacidi 
essenziali. Il problema della loro identifica- 
zione parve risolversi con la scoperta della 
vitamina By», alla quale Ott ¢ Coll. (16) at- 
tribuirono le proprieta degli FPA. In realta le 
osservazioni iniziali davano ragione a tale 
impostazione ma successive ricerche di diversi 
AA., tra cui Moruzzi e Coll., mettevano 
in luce che la vitamina B,, non poteva 
identificarsi sempre con i Fattori Proteici Animali 
e ribadivano il concetto che nelle proteine 
animali dovessero essere presenti altri fattori 
oltre la vitamina By». 

La carenza in FPA nelle esperienze condotte 
a Bologna era ottenuta con una dieta naturale 
nella quale la componente proteica di origine 
pare la caseina, era purificata per ripetuti 
lavaggi con acqua. La dieta carente in FPA 
ha la seguente composizione: cereali interi 
finemente macinati (frumento, orzo, mais, 
avena in parti uguali) 88%, caseina purificata 
5%, germe di grano 5%, NaCl 0,5%, lat- 
tato di calcio 1,5% pit una integrazione 
bisettimanale di verdure fresche. Conside- 
rando anche I’integrazione, la dieta ha la se- 
guente composizione quantitativa: proteine 


15-17% (5% di origine animale), glucidi 
60-65 %, lipidi 3%, sali 4-5 %. Il contenuto 
medio di vitamine considerate essenziali per 
il ratto é, per cento grammi di dieta, il se- 
guente: B, 800 ug, B, 320 ug, Bg 600 ug, 
acido pantotenico 5 mg, colina 180 mg, ca- 
roteni 200 ug, vitamina E 10 mg e pertanto 
superiori ai valori medi raccomandati. 

La natura stessa della dieta ci permette alcune 
considerazioni. Si tratta innanzitutto di una 
dieta varia, naturale, equilibrata che permette 
l’apporto, oltre che dei fattori noti essenziali 
per la nutrizione del ratto, anche di quelli 
eventualmente non ancora identificati, pre- 
senti negli alimenti naturali e grezzi come i 
cereali interi, il germe di frumento, ecc., ¢ 
cid a differenza delle diete purificate 0 semi- 
purificate usate sovente in questo genere di 
esperimenti da altri AA. 

E utile ricordare che i lavori condotti con 
diete purificate presentano soprattutto il pe- 
ricolo d’introdurre ignote carenze accessoric 
che complicano linterpretazione dei dati. 
La frazione glucidica della nostra dieta, costi- 
tuita in modo principale dall’amido dei cereali, 
é notoriamente la pit adatta non solo per la 
migliore utilizzazione delle proteine presenti 
in una dicta, ma anche per creare una flora 
intestinale pit utile, al fine della biosintesi 
di principi essenziali, all’ospite stesso. Infine la 
miscela dei vari cereali componenti la dieta 
é di particolare significato, essendo noto che 
il loro valore biologico si eleva in queste 
associazioni e scende invece quando il cereale 
é unico. Cid é interpretabile sulla base del 
concetto di « complementarita » delle proteine, 
risolto tra l’altro nel migliore dei modi nella 
nostra dieta in cui a proteine vegetali si asso- 
ciano proteine animali (caseina). 

Poiché la sostituzione della caseina purificata 
con caseina grezza da caglio normalizzava 
completamente la dieta, si rese necessario 
studiare le variazioni esistenti tra la caseina 
grezza e quella purificata, essendo quest’ ultima 
unica variante in grado di trasformare in 
carente una dieta peraltro normale, capace 

uindi di permettere ottimali processi ripro- 
duttivi ed accrescitivi. Invero la dieta con 


caseina purificata € cioé carente in FPA é re- 
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sponsabile di una serie di drammatiche ma- 
nifestazioni da noi gia descritte ampiamente 
in numerosi lavori (16, 19) ai quali riman- 
diamo, ma che qui riassumiamo brevemente. 

E innanzitutto da notare che tali manifesta- 
zioni si instaurano nel giro di due generazioni. 

Gli aspetti carenziali fondamentali consi- 
stono in: sviluppo corporeo insufficiente, di- 
minuita capacita riproduttiva, elevata mortalita 
di neonati della prima, e totale mortalita in 
quelli della seconda generazione, lesioni epati- 
che ed insorgenza di neoplasie nei sopravvissuti 
della prima generazione. 

Nelle ricerche di caratterizzazione della ca- 
seina purificata rispetto alla grezza non po- 
temmo mettere in evidenza alcuna variazione 
nello spettro degli aminoacidi essenziali (20). 
L’indagine poteva quindi permetterci di esclu- 
dere che le manifestazioni carenziali indotte 
con la dieta a caseina purificata potessero ascri- 
versi a variazioni nell’apporto degli aminoacidi 
essenziali e indirettamente rispondeva alle 
osservazioni di Schultze (21) il quale, occu- 
pandosi dei nostri lavori, osservava che la 
carenza da noi descritta poteva essere risolta 
con un ulteriore arricchimento della dieta 
carente con aminoacidi. La dimostrazione di 
Schultze, infatti, non risolveva il problema ma 
anzi ci forniva indicazioni preziose per ammet- 
tere che nella caseina grezza esiste un fattore 
capace di risparmiare aminoacidi o miglio- 
rarne la loro utilizzazione. A tale livello quindi 
il Fattore Proteico Animale della caseina risul- 
terebbe una sostanza in grado di risparmiare 
aminoacidi essenziali. Per cid che riguarda i 
fattori vitaminici noti dimostrammo che la 
vitamina B,) non era implicata direttamente 
nella carenza, giacché il lavaggio per ottenere 
la caseina ne non risulta un trattamento 
sufficiente per asportare dalla caseina grezza 
la vitamina By», ottenendosi questo solo con 
trattamenti assai pili drastici (digestione enzi- 
matica, alcali) (*). Del resto che le vitamine 
note necessarie al ratto non fossero responsabili 
della carenza in FPA risultava da un lavoro 
all’uopo eseguito e dalla considerazione che 


(*) Sui rapporti tra AO e vitamina B,> vedi la Relazione di 
Viviani e Marchetti. 
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le vitamine stesse erano apportate dagli altri 
componenti dietetici (cereali interi, germe di 
grano, vegetali freschi). 

Nel proseguimento di queste indagini ap- 
parve invece di notevole interesse |’ osservazione 
dimostrante che il contenuto di AO risultava 
nettamente inferiore nella caseina purificata, 
responsabile della carenza, rispetto alla grezza. 
La diminuzione di questa sostanza era del- 
l’ordine dell’80%. La conseguenza logica di 
tale osservazione ci condusse all’impianto di 
una serie d’indagini attraverso le quali fu 
possibile attribuire all’AO le proprieta nutri- 
tive dell’FPA della caseina nel ratto (22, 23, 24). 

Riportiamo nelle seguenti tabelle ¢ nel gra- 
fico alcuni risultati delle esperienze sull’effetto 
dell’AO nella carenza in FPA. Gli esperimenti 
riguardano tre gruppi di ratti rispettivamente 
alle seguenti diete: basale normale, carente in 
FPA e carente in FPA pit: AO (1 mg per 100 
grammi di dieta). La composizione delle diete 
é riportata nella tabella III. 


TABELLA III Composizione delle diete. 


| 


Tipo della dieta | 


| priva 
basale priva | di FPA 
normale di FPA| + acido 


orotico 

Cereali interi macinati (grano, 

orzo, avena, mais, segale). . . 88 88 88 
Caseina da caglio grezza ..... 5 - 
Caseina da caglio purificata .. 5 
Germe di grano fresco....... 5 5 5 
| 0,§ 0,5 0,5 
Acido oratico (2) ..... - | 0,005 


(') Le tre diete sono supplementate con carote e vegetali freschi 
ad libitum, due volte alla settimana. 


(2) L’AO é prodotto dalla Biochemical Inc. Co., Cleveland, Ohio. 


Nelle esperienze sono stati presi in esame, 
per la durata di due generazioni, la fecondita, 
il numero dei neonati per figliata, la soprav- 
vivenza dei neonati al 21° giorno di vita, il 
peso allo svezzamento dei sopravvissuti e dopo 
$0 giorni di vita. 
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Peso del corpo (gm.) 
@o 


20 30 40 50 
Tempo (giorn:) 
Andamento ponderale dei ratti maschi ¢ femmine 
(prima generazione) 
—e—e— Dieta basale —A—A— Dieta priva in FPA 
—o—o— Dieta priva in FPA + acido orotico 
Dal grafico appare evidente la capacita 
dell’AO di normalizzare la curva ponderale 
dei ratti carenti in FPA appartenenti alla 
prima generazione. In effetti la carenza in 
FPA si fa scarsamente sentire sugli animali 
della generazione cosiddetta « madre », i primi 
effetti avendosi solo sui neonati di ratti di 
questa prima generazione. 
La tabella IV mostra che I’AO esplica, negli 
animali della generazione « madre », un effetto 


TABELLA IV — Effetto dell’acido orotico sulla ripro- 
duzione nella generazione « madre » 


A dieta 
priva 
basale | priva di FPA 
normale | di FPA | + acido 
orotico 
Ratte in esperimento ........ 10 10 10 
6505 10 10 10 
Neonati per portata ......... II 10,1 10,2 
Mortalita dei neonati allo svez- 
zamento (21 gg. di eta) % . 2 72 6 
Peso dei neonati allo svezza- 
mento (21 gg. dieta) ..... g 48 32 46 
Peso dei neonati a 50 gg. di eta g 132 85 130 


favorente sulla sopravvivenza dei neonati. 
Mentre la mortalita di questi ratti neonati 
(prima generazione) alla dieta carente in FPA 
(caseina purificata) é del 72%, nei ratti alla 
dieta carente integrata con AO (1 mg per 100 
grammi) la mortalita é scesa al 6%, portandosi 
assai prossima a quella dei neonati dei ratti 
alla dieta basale (caseina grezza). 

L’effetto dell’AO appare nella tabella V 
ancora pill intenso sui neonati della seconda 
generazione rispetto agli animali della prima. 
Mentre i neonati della seconda generazione 
alla dieta carente in FPA vanno incontro ad 
una mortalita del 100%, l’AO permette pra- 
ticamente la sopravvivenza avendosi negli 
animali alla dieta con AO solo il 7% di mor- 
talita e cioé ad un valore assai prossimo a 
quello dei neonati di ratti alla dieta normale. 


TABELLA V — Effetto dell’acido orotico sulla ripro- 
duzione nella prima generazione 


A dieta 
priva 
basale priva di FPA 
normale di FPA acido 
orotico 
Ratte in esperimento ........ 10 10 10 
| Neonati per portata ......... II 8,3 9,2 
Mortalita dei neonati allo svez- 
zamento (21 gg. dicta) % .. 2 100 7 
Peso dei neonati allo svezza- 
mento (21 gg. dieta) ..... g 48 -- 43 
Peso dei neonati a 50 gg. di eta g 130 _ 122 


La documentazione riportata indica che 
AO ha la capacita di normalizzare quasi 
integralmente i fenomeni della carenza in 
Fattori Proteici Animali della caseina; di par- 
ticolare rilievo é l’effetto sulla sopravvivenza. 
La mortalita dei ratti che alla dieta carente 
in FPA raggiunge nella prima generazione 
il 72% ed il 100%, nella seconda viene 
ridotta dall’AO al 7% in entrambe le gene- 
razioni e cioeé ad un valore assai prossimo 
a quello normale. 
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Fig. 1 — A destra: figliata (prima generazione) a dieta carente in FPA + acido orotico. 
A sinistra: sopravvissuti di una figliata (prima generazione) a dieta carente in FPA 


Fig. 2 = Sopra: neonato a dieta carente in FPA + acido orotico (prima generazione). 
g 


Sotto: neonato a dieta carente in FPA (prima generazione). 
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Si pud concludere che sotto questo profilo 
YAO é da considerarsi, almeno nelle condizioni 
dietetiche da noi studiate, un fattore di soprav- 
vivenza del ratto. 


Fra le altre manifestazioni della carenza in 
FPA della caseina, particolare interesse ha su- 
scitato l’insorgenza, in epoca tardiva, nei ratti 
sopravvissuti della prima generazione, di 
manifestazioni neoplastiche riconducibili a 
tre ordini di lesioni: la prima si estrinseca 
con la presenza di masse tondeggianti per lo 
pitt uniche, prevalentemente nelle femmine, 
raggiungenti a volte il diametro di 5 cm., 
disposte lungo la linea mammaria. Queste 
masse appaiono ben delimitate, di consistenza 
fibrosa e presentano alla sezione grossolane 
lobature e cavita cistiche. La struttura istolo- 
gica é riportabile fondamentalmente ad un 
quadro riproducente in parte l’aspetto di un 
fibroadenoma ed in parte di una mastopatia 
fibrocistica (11, 19). 

Il secondo gruppo di lesioni consiste in 
masse nodulari inehigie disseminate nel cavo 
peritoneale e del diametro massimo di 2 cm., 
di consistenza parenchimatosa a struttura isto- 
logica fascicolata, costituita da cellule fusate 
atipiche con abbondanti cariocinesi, riprodu- 
centi l’aspetto del sarcoma fusocellulare. 

Infine si ha un terzo gruppo di lesioni rap- 
presentato da formazioni cistiche polmonari 
multiple, disseminate mono- ¢ bilateralmente, 
di piccole dimensioni. Dal punto di vista 
risulta una metaplasia pavimentosa, 
talora corneificante, dell’epitelio che tappezza 
la cavita e le grosse diramazioni bronchiali. 

Questo complesso di lesioni si & verificato, 
in seguito alla dieta carente in FPA, in un 
ceppo di ratti che non ha mai rivelato alla 
dieta completa manifestazioni di tipo neopla- 
stico (25). 

Benché sia ancora da dimostrare _diretta- 
mente, siamo portati a ritenere che il vasto 
ed imponente quadro carenziale rilevato nella 
deficienza dietetica di FPA — quadro, come 
si é visto, prevenuto dall’AO — sia, almeno 
in gran parte, l’espressione di una lesione 
biochimica nella via biosintetica che conduce 
alla formazione dei nucleotidi pirimidinici. 


Lesione biochimica che potrebbe risiedere 
sia in un rallentamento che in una deviazione 
del normale turnover pirimidinico ed in senso 
piii vasto nucleotidico. A tal proposito é 
bene ricordare nuovamente scarsissima 
utilizzazione delle pirimidine dictetiche nel 
ratto. La biogenesi i tali strutture costituisce 
un processo fondamentale al quale |’apporto 
dietetico di AO non deve essere estraneo. 
Dobbiamo ritenere che la sola biogenesi di 
AO risulti insufficiente ai bisogni dell’orga- 
nismo, specialmente durante le prime fasi 
dell’accrescimento corporeo, nella lattazione, 
nella gravidanza e cioé in quei periodi fisio- 
logici in cui la carenza si fa pit sentire. 
Che l’apporto dietetico di AO sia impor- 
tante proprio in queste fasi della vita, quando 
maggiore cioé é la biosintesi di proteine ¢ 
quindi di nucleoproteine é dimostrato, oltre 
che dalla funzione metabolica dell’AO, dal 
fatto che questa struttura é presente in sensibile 
quantita nel colostro e nel latte. Il neonato 
col primo latte riceve, per cosi dire, delle 
forti cariche di AO indispensabili per le attive 
biosintesi nucleotidiche, tanto pit’ che I’ap- 
porto nucleoprotidico del latte ¢, com’é noto, 
scarso. Questo apporto di AO é poi diminuito 
verosimilmente in connessione con un’au- 
mentata biosintesi della struttura  stessa. 
Se volessimo ora collegare la carenza in FPA 
o in AO col complesso delle alterazioni sia 
enzimatiche che morfologiche ad essa impu- 
tabili, ci troveremmo di fronte ad alcune 
considerazioni di rara suggestione. 
Riferiamoci brevemente alle lesioni enzi- 
matiche prese in esame. Dalle ricerche sui 
rapporti esistenti tra processi di transmetila- 
zione ed AO é risultato che |l’AO, purché som- 
ministrato profilatticamente, normalizza_ il 
sistema betain-omocistein-transmetilasi sia nella 
carenza in FPA sia nella carenza in By. 
L’alterazione del sistema enzimatico ora citato, 
conducente alla biosintesi di metionina, as- 
sume nella carenza in FPA una notevole im- 
portanza in quanto inserisce questa condizione 
sperimentale nelle carenze dietetiche in grado 
i condurre di per sé, senza l’intervento di 
altri agenti oncogeni, all’insorgenza neopla- 
stica. Esse sono com’é noto la carenza in pel 
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e€ metionina, carenza in metili e in By, la 
somministrazione ad una dieta normale di 
etionina antimetabolita della metionina e di 
bentonite, sostanza che inibisce l’assorbimento 
intestinale di colina (11). 

L’attivita xantinossidasica epatica si abbassa 
nelle prime fasi della carenza in FPA mentre 
si eleva poi notevolmente nelle fasi terminali 
della carenza stessa. Il fenomeno é stato 
da noi provvisoriamente interpretato come 
l’espressione di un alterato turnover nucleo- 
protidico (26). La somministrazione profilat- 
tica di AO normalizza comunque anche que- 
sta alterazione enzimatica. 

Prendiamo ora in esame le alterazioni mor- 
fologiche della carenza in FPA o AO. Risulta 
in questo caso abbastanza comprensibile attri- 
buire le variazioni nella curva ponderale, la 
mortalita dei neonati, le lesioni epatiche e 
neoplastiche ad una generale espressione di 
una limitata od insufficiente sintesi nucleoti- 
dica da carenza in orotico. 

Cosi l’insorgenza di neoplasie che osserviamo 
nella carenza in FPA potrebbe ricondursi ad 
una inibizione della biosintesi nucleotidica, 
in particolare per i nucleotidi pirimidinici. 

Vogliamo citare, a sostegno di questa ipo- 
tesi, 1 meccanismi invocabili per interpretare 
l’attivita oncogena di differenti condizioni 
in grado di indurre tumori. Infatti a lesioni 
dei meccanismi di biosintesi nucleotidica si 
potrebbero ricondurre [’attivita oncogena dei 
raggi X, dell’uretano e della carenza in By, 
vitamina interessata anche al metabolismo nu- 
cleotidico. Per cid che riguarda i raggi X, 
Harrington e Lavik (27) hanno osservato che 
Yirradiazione induce un netto decremento 
nell’utilizzazione dell’AO, del formiato e 
fosfato da parte degli acidi nucleinici. Passo- 
neau e Totter (28) hanno ottenuto un risultato 
analogo nell’embrione di pulcino; mentre 
Way e Coll. (29), in seguito all’azione dei 
raggi X, hanno visto una diminuzione del- 
l’incorporazione di adenina nei DNA. 

L’attivita cancerigena dell’uretano é stata 
ormai ampiamente documentata. Rogers (30) 
ha potuto osservare che il digiuno prima o 
dopo l’iniezione di uretano incrementa l’in- 
sorgenza tumorale. In tali condizioni un effetto 
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preventivo € invece esercitato proprio dalla 
somministrazione di caseina grezza. Sempre a 
Rogers (31) si devono importanti osservazioni 
sugli effetti delle sostanze favorenti la biosintesi 
degli acidi nucleinici in relazione all’insorgenza 
degli adenomi polmonari indotti dall’uretano. 
La somministrazione di AO previene in no- 
tevole grado l’insorgenza di tumori da uretano. 
Rogers ha prospettato che il meccanismo 
d’azione dell’uretano si attui attraverso la sua 
coniugazione, con un precursore pirimidinico, 
forse l’acido ossalacetico, interferendo cosi in 
modo competitivo a livello della biogenesi 
dell’AO. L’ipotesi altamente suggestiva se 
si considera l’analogia di struttura tra uretano 
e carbamilfosfato, potendo l’uretano compor- 
tarsi come un antimetabolita del carbamil- 
fosfato. Altre osservazioni dimostranti l’in- 
terferenza dell’uretano sul processo di bio- 
sintesi dei nucleotidi pirimidinici sono state 
fatte da Boyland (32). Secondo questo A., 
luretano tra l’altro previene la metilazione 
dell’uracile a timina. L’azione tossica del- 
l’uretano é infatti, almeno in parte, contro- 
battuta dalla timina. 


CONCLUSIONI 


In questa breve rassegna sull’AO ci siamo 
limitati a sottolineare alcuni aspetti fonda- 
mentali della sua azione biologica. 

Abbiamo visto come |l’AO debba conside- 
rarsi un intermedio biosintetizzabile implicato, 
con un destino prevalentemente anabolico, 
nel processo di biogenesi del nucleotide 
pirimidinico. Il significato biochimico del- 
AO é dunque notevolissimo se si tiene pre- 
sente la funzione biochimica dei nucleotidi 
intesi come coenzimi, parti di coenzimi e 
come costituenti della complessa  struttura 
nucleoprotidica. 

Ricerche condotte nel piano nutritivo im- 
piegando una particolare } we hanno messo in 
evidenza nel ratto un complesso quadro ca- 
renziale che, se non si sili accettare come 
specifico della carenza in AO, da questa 
struttura ¢ comunque risolto. 

Dalle azioni svolte dall’AO in tale carenza 
é possibile attribuire all’AO stesso proprieta di 
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fattore nutritivo di tipo vitaminico, neces- 
sario al normale processo accrescitivo, ripro- 
duttivo e soprattutto alla normale sopravvi- 
venza dei neonati. 


RIASSUNTO 


L’Autore ha descritto gli aspetti pit: rilevanti del 
significato biochimico dell’acido orotico (AO). 
Riportati i dati sulla diffusione in natura dell’AO, IA. 
si € soffermato sul ruolo metabolico di questa strut- 
tura come intermedio biosintetizzabile implicato, 
con un destino prevalentemente anabolico, nel pro- 
cesso di biogenesi del nucleotide pirimidinico. E’stata 
inoltre descritta una carenza nel ratto 
riferibile ad una. deficienza di AO: le manifestazioni 
di tale carenza sono rilevabili in particolari condi- 
zioni fisiologiche: gravidanza, allattamento, accre- 
scimento e cioé quando la biogenesi dell’7AO é 
di per s¢ insufficiente al fabbisogno _fisiologico. 
Dalle azioni biologiche svolte dall’AO in tale carenza 
é possibile attribuire a questa struttura pirimidinica il 
ruolo, in particolari condizioni nutritive e fisiologiche, 
di un fattore di tipo vitaminico indispensabile alla 
sopravvivenza del neonato, ai normali processi ac- 
crescitivi ¢ riproduttivi del ratto. 


RESUME 
Signification biochimique de acide orotique. 

L’auteur décrit les aspects les plus intéressants de 
la signification biochimique de l’acide orotique (AO). 
Apres avoir rapporté les données concernant la dif- 
fusion de AO dans la nature, l’auteur considére le 
role métabolique que cette structure joue, comme 
intermédiaire biosynthétisable agissant dans un sens 
principalement anabolique, dans le processus de 
biogénése du nucléotide pyrimidique. L’auteur décrit 
en outre une carence alimentaire chez le rat, rappor- 
table 4 une insuffisance en AO; les manifestations 
de cette carence peuvent s’observer dans des états 
physiologiques particuliers, tels que grossesse, allai- 
tement, croissance, c’est-a-dire lorsque la biogénése 
de PAO est de par elle-méme insuffisante 4 couvrir 
les besoins physiologiques. Si l’on considére les 
actions biologiques attribuées 4 l’AO dans la carence 
en question, on peut en déduire que dans certains 
états et physiologiques particuliers, 
cette structure pyrimidique se comporte comme un 
facteur de type vitaminique indispensable 4 la survie 
du nouveau-né et a |’évolution normale des processus 
de croissance et de reproduction chez le rat. 


SUMMARY 


Biochemical significance of orotic acid. 

The principal features of the biochemical signi- 
ficance of orotic acid (OA) are described. After a 
review of the data concerning the distribution in 
nature of OA, the metabolic role of this structure 


is discussed in terms of a bio-synthesisable intermediate 
involved, mainly with anabolic fate, in the biogenesis 
of the pyrimidine nucleotide. A dietary deficiency 
that may be attributed to lack of OA is also 
described in the rat; the symptoms of this deficiency 
can be observed in some special physiological con- 
ditions, such as pregnancy, lactation, growth, when 
the biogenesis of OA is inadequate to the physio- 
logical requirement. On the basis of the biological 
effects of OA in this deficiency, it is possible to con- 
clude that this pyrimidinic structure, in some special 
nutritional and physiological conditions, plays the 
role of a vitamin-like factor essential for the survival 
of the newborn and the normal processes of growth 
and reproduction in the rat. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Biochemische Bedeutung der Orotséure. 


Der Verfasser beschreibt die witchtigsten Merkmale 
der biochemischen Bedeutung der Orotsadure (OS). 
Nach Bericht iiber das reichliche Vorkommen der 
OS in der Natur, bespricht der Autor die metabo- 
lische Rolle dieser Substanz, die als ein in die Bio- 
genese des pyrimidinischen Nukleotides — mit vor- 
wiegend anabolischer Aufgabe - und auf biosyn- 
thetischem Wege zu erhaltender Vermittler aufzufa- 
ssen ist. Ein Diatmangel bei der Ratte wird ausser- 
dem beschrieben, welcher einem OS-Mangel zuzu- 
schreiben ist; die Symptome eines solchen Mangels 
kommen unter besonderen physiologischen Bedin- 
gungen: Schwangerschaft, Stillzeit, Wachstum zur 
Geltung, d. h., dort wo die OS-Biogenese an sich 
dem physiologischen Bedarf nicht mehr geniigt. 
Aus den von der OS bei solchem Mangel ausgeiibten 
physiologischen Wirkungen ist es méglich, dieser 
pyrimidinischen Substanz die Rolle eines vitamin- 
artigen Faktors zuzuschreiben, welcher bei beson- 
deren nutritiven und physiologischen Zustinden fiir 
das Uberleben des Neugeborenen, sowie fiir den 

Wachstums- und Fortpflanzungsprozess der Ratte 
unentbehrlich ist. 


RESUMEN 
Significacion bioquimica del dcido orodtico. 


El autor describe los aspectos mas interesantes de 
la significacidn bioquimica del acido orético (AO). 
Después de haber referido los datos concernientes a 
la difusi6n del AO en la naturaleza, el autor se detiene 
sobre el rol metabdlico de dicha estructura, que 
participa — como intermedio biosintetizable encar- 
gado de un papel principalmente anabolico - en el 
proceso de biogénesis del nucledtido pirimidinico. 
El autor describe ademas una carencia alimenticia 
en la rata, imputable a insuficiencia de AO; las 
manifestaciones de dicha carencia pueden observarse 
en particulares estados fisiologicos: embarazo, lactan- 
cia, desarrollo, es decir, cuando la biogénesis del AO 
se muestra por si misma insuficiente para el requeri- 
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miento fisiolégico. Si se consideran las acciones 
biolégicas atribuibles al AO en esta carencia, puede 
deducirse que en particulares estados nutricionales y 
fisiolégicos, dicha estructura como un factor 
de tipo vitaminico indispensable para la supervivencia 
del recién nacido y para la normal evolucién del 
desarrollo y de la reproduccién en la rata. 
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(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Acido orotico: aspetti nutrizionali 


F. M. CHIANCONE - E. GINOULHIAC - L. MAINARDI 


Gli clementi di cui oggi disponiamo per 
uno studio degli aspetti nutrizionali dell’acido 
orotico (4-carbossiuracile) sono costituiti dai 
risultati delle ricerche sulla crescita, sulla lat- 
tazione, sulla fertilita e¢ sulla sopravvivenza 
di animali superiori in condizioni diverse 
di alimentazione; dalle osservazioni sui rap- 
porti con ghiandole endocrine ¢ con attivita 
metaboliche dell’organismo, con batteri, en- 
zimi, vitamine ed analoghi antagonisti; dai 
primi dati sulla possibilita di utilizzare questa 
sostanza negli immaturi ¢ nella terapia di 
talune sindromi cliniche legate a situazioni 
malnutritive in senso lato: stati distrofici 
dell’infanzia, alcune emopatic ed epato- 
patie. 

Noi prenderemo in esame questi vari punti, 
tralasciando gli aspetti biochimici gia esposti 
nella Relazione di Rabbi (1) ¢ quelli di biio- 
patologia clinica, che saranno illustrati da 
Dioguardi e Secchi (2) ¢, per la parte emato- 
logica, da Bussi (3). 


AZIONE SULLA CRESCITA 


Le ricerche relative all’azione dell’acido oro- 
tico sulla crescita possono essere raggruppate. 
per una visione d’insieme ¢ per una pid age- 
vole analisi comparativa dei risultati, tenendo 
conto della specie animale ¢ della dieta im- 
piegata in clascun esperimento. 

Seguendo queste criterio, abbiamo riunito 
nelle tabelle I Il i dati di letteratura rispet- 
tivamente per le ricerche negli uccelli ¢ nei 
mammiferi; nella tabella III quelli delle ri- 
cerche sul ratto alimentato con diete caren- 
zate in fattori di crescita. 

I dati che si riferiscono agli esperimenti 
sulla crescita di animali alimentati con una 


dieta completa, cquilibrata, capace di assicu- 
rare un accrescimento ottimale, si possono 
riassumere nel senso esposto da noi stessi in 
un lavoro precedente (10) ed in una Comu- 
nicazione (Chiancone) al III° Congresso Inter- 
nazionale di Biochimica (23): in queste con- 
dizioni di nutrizione l’acido orotico non ha 
effetto sulla crescita, anche se somministrato 
a lungo ed in dosi alte © altissime (20). Alcuni 
risultati positivi della letteratura non possono 
essere discussi perché la composizione della 
dieta non é indicata o lo é incompletamente. 

Rileviamo che solo da Movxuzzi e Coll. é 
stato eseguito un dosaggio di acido orotico 
nella caseina della dieta (24). 

I risultati ottenuti nei vari esperimenti con 
alimentazione inadeguata concordano nel di- 
mostrare un effetto favorevole dell’acido oro- 
tico sulla crescita ponderale, sia nel ratto che 
nel pulcino. 

In questo gruppo sono da sottolineare i dati 
di Moruzzi e Coll. i quali, partendo dall’os- 
servazione che |’aggiunta di latte di mucca in 
modeste proporzioni, ¢ non la vitamina B,, 
(25), cra capace di prevenire la carenza in FPA 
(Fattore Proteico Animale), determinarono I|’a- 
cido orotico presente nella caseina lavata im- 
piegata nella loro dieta; dimostrarono che 

uesta ne cra priva o povera e che, addizionata 
di piccole quantita di acido orotico, consente 
la riparazione della sindrome da difetto di 
FPA da loro descritta; in ricerche successive 
lacido orotico ha dimostrato anche azione 
preventiva (7). 

interessante rilevare che questi AA. hanno 
potuto escludere variazioni nel contenuto per- 
centuale di aminoacidi essenziali della caseina 
grezza ¢ di quella lavata priva di FPA (26). 
Ginoulhiac ¢ Ferrari (20) hanno fatto notare 
che I’N totale nella loro dieta di cereali ¢ 
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I - Azione dell’acido orotico sulla crescita: esperienze su polli 


Rife- 
Animali Dieta seta dkeke Effetto sulla crescita ponderale biblio- 
grafico 
| 
completa 1§ mg/libbra favorevole e¢ statisticamente significativo. (4) 
Giovani polli........ abituale iniziale per alle- varie e con metionina | favorevole: aumento ponderale superiore del (5) 
vamento tacchini 0,05 °% nella dieta 5% rispetto ai controlli, scarso o assente 
| i’effetto dell’aggiunta di metionina. 
completa 15 mg/libbra favorevole: aumento corrispondente al mi- (5) 
gliore ottenuto con aggiunta alla dieta di 
polvere di latte-scremato 2,5%, siero secco 
2,5 %.- 
Pulcini (New-Hamp- 
| shire x Livornese | 
eee ee completa §0 ¢ 150 mg/kg | favorevole ma non significativo. (6)* 
” » dieta senza proteine ani- | favorevole e maggiore con la dose pili alta (6) 
mali (10% in pid rispetto ai controlli). Mag- 
giore capacita di utilizzazione degli alimenti. 
» dieta carente anche in 150 mg/kg favorevole (18 % in pid rispetto ai controlli). (6) 


proteine vegetali 


(*) 


) L’acido orotico da una risposta sull’incremento ponderale pit: netta nei maschi rispetto alle femmine. Queste ultime infatti hanno 


risentiftO — ma sempre meno dei maschi — dell’effetto dell’acido orotico e soltanto se questo veniva somministrato alla dose pit: 
forte (1§0 mg kg di dieta). La mortalita totale é stata del 10,4% nei gruppi di controllo e del 2,5% nei gruppi trattati con 


acido orotico. 


leguminose é alto (3,25% contro 2,95% di 
una dieta contenente il 18% di caseina) e 
che il contenuto percentuale degli aminoacidi 
essenziali é intermedio (salvo che per la me- 
tionina) tra quello di una dieta con il 18%, 
di caseina ed il fabbisogno minimo del ratto. 
D’altra parte era gia stato constatato che il 
consumo medio giornaliero di cibo non varia 
per effetto della somministrazione di orotico, 
neppure negli animali nei quali la sua azione 
sul peso corporeo é certamente positiva (17, 
20). 

Per i rapport con diete carenzate in fattori 
vitaminici (tabella III) ci limitiamo a rilevare 
gli effetti favorevoli dell’acido orotico riscon- 
trati concordemente da tutti gli AA. nelle 
carenze in vitamina B,, ed in acido folico, ri- 
mandando per i particolari alla Relazione di 
Viviani e Marchetti (27). Per le altre carenze 
vitaminiche, gli AA. giapponesi trovano una 
azione favorevole dell’acido orotico nella de- 
ficienza di tiamina; noi avevamo visto che 
Ja ripresa del peso corporeo per somministra- 
zione di tiamina a ratti alimentati con dieta 
povera di complesso B non presentava alcuna 
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differenza se al posto della tiamina veniva 
somministrato orotato di potassio (10). 

Possiamo infine riferire alcuni dati inediti: 
l’aggiunta di orotato ad una dieta aproteica 
non influenza la crescita di ratti immaturi 
(Ginoulhiac, 28). Schwarz-Tiene e Careddu, 
addizionando orotato potassico ad una dieta 
avente come quota glicidica il 34% di amido 
ed il 34% di galattosio, trovano un mi- 
glioramento della crescita, ritardata nei ratti 
alimentati con la stessa dieta, senza orotato (29). 
Nel nostro Laboratorio, con una dicta con- 
tenente caseina 18 %, lattosio 68 %, grassi 10 %, 
sali minerali ¢ ae abbiamo registrato un 
effetto favorevole, statisticamente significativo 
sul peso corporeo di rattine immature, ag- 
giungendo alla dieta 310 mg/kg di orotato 
potassico (30). 

Dolcetta ¢ Massimo (31) hanno visto in- 
fluenzata molto favorevolmente la crescita 
ponderale di immaturi alimentati con latte di 
donna o con latte in polvere o con alimenta- 
zione mista (grafico 1), somministrando per 
bocca orotato potassico (300 mg/kg peso 
corporeo). 


Te 


Animale 
Peso 
edio 
SPECIE iniziale 
Topo 
Ratto 45-50 
60 
» 60 
45-50 
» 84 
» 40-50 
» §0 
° 49 
56-58 
» 120-133 
47-59 
Vitello 
Vitello 


| 


Dieta 


Protidi 


(b) 


18 


18 


(g) 


(d) 


(e) 


Glicidi 


68 


79 


68 


Lipidi 


(a) Amido, lardo, caseina, ecc. 
(c) Pane secco, crusca, farina di frumento, patate, ecc. 


Acido orotico mg 


capite/die/os 


10-25 


kg/dieta 


310-1240-1000 


O © 


TABELLA II - Azione dell’acido orotico sulla crescita: esperienze 


Effetto 
su crescita 
ponderale 


favorevole 
favorevole 
favorevole 


nullo 


nullo 
nullo 


favorevole, 
dubbia si- 
gnificativita 


favorevole 


favorevole 


favorevole 


nullo 


nullo 


nullo 
nullo 


favorevole 


favorevole 


favorevole 


(b) Dieta di Randoin e Causeret: caseina grezza § %; 
(d) Dieta di «latte convenzionale ». 


su. mammiferi 


Osservazioni 


Effetto dopo 12 gg. 


Trattamento per 21 gg. 

Ceppo Sprague-Dawley (ma- 
schi e femmine) trattamento per 
30 gg. 

Maschi; trattamento per 42 gg. 


Maschi; trattamento per 77 gg. 


Maschi; trattamento per 28 gg. 


Tendenza favorevole sulla cre- 
scita come quella vista sul topo. 


Femmine; trattamento per 50 gg. 
Anche su maschi e femmine a 
dieta limitata, trattamento per 
90 gg. 


Nei maschi con le due dosi pit 
alte, nelle femmine solo con la 


dose di mg. Trattamento 
per 30 gg. 
Ceppo italico, maschi trattati 


per 54 


Ceppo italico, maschi trattati 
per 36 gg. ¢ per altri 18 gg. 
con una dose maggiore (1240 
mg/kg/dieta). 


Ceppo Wistar (maschi e fem- 
mine); trattamento per 93 gg. 
Ceppo italico (maschi e fem- 
mine); trattamento per 21 gg. 
Ceppi italico (maschi) e Wistar 
(maschi e femmine); tratta- 
mento per 30-54 gg. 


Soggetti neonati. Periodo di 
osservazione 60 gg.: aumentata 
utilizzazione della razione ali- 
mentare. 


Soggetti di 9 mesi. 


Riferi- | 
mento 

biblio- | 
grafico | 


(11) 


(17) 


(18) 


(19) 


(20) 


(22) 


cereali macinati 88%; germi di grano, ecc. 
(e) Dieta libera di fieno, supplementi 


minerali e per un massimo di § libbre al di, alimento concentrato costituito da grano macinato 30, avena macinata 30, pappa di 
semi di cotone al 4% 20, latte in polvere sgrassato 20, mistura d’ossa 


merluzzo, solfadiazina, folico 
semi di cotone idrogenato 5%; ecc. 


sali I. 


(f) Addizionata di 5 g/kg di olio di fegato di 


(g) Miscela in parti uguali di farine di fagioli, piselli, fave, frumento e mais 94%; olio di 


() Sotto forma di K orotato. (") Sottocute a giorni alterni. (‘’’) Grammi per tonnellata americana (970 kg) di alimento 


concentrato: con aggiunta di metionina alla stessa 


dose. 


Con 


(*) mg/kg peso corporeo/die: con aggiunta di metionina alla stessa dose. 


metionina 


100 mg/kg: 


potenziato effetto sulla crescita. 
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TABELLA III - Azione dell’acido orotico sulla crescita: esperienze su mammiferi a diete carenzate 


in fattori di crescita 


\ 


| | 
|Animale Costituenti proteici della dieta mg/kg | di carenza sull’aumento biblio- Osservazioni 
dieta grafico | 
| Ratto Caseina purificata §% + cereali maci- 10 | FPA favorevole (7) | 
nati 88% | nati I* gen. | | 
» Caseina purificata 25 % 10 | vit. B;> favorevole (8) | 
» Mais intero macinato 46,35%; farina . 10 | vit. B;» favorevole (9) Pit: elevata attivita portante alla | 
di soja commerciale 46,35% (con- biosintesi di metionina. | 
tenuto proteico 44%) | 
» Caseina 18% 150 ac. folico favorevole (10) | 
| vit. B,> 
Topo Caseina -- vit. B, favorevole (11) | 
| Ratto Caseina 18 % 150 vit. Bs nullo (10) Minore atrofia timica. | 
. Caseina 18 % 150 | compl. B, favorevole | (10) | 
| 
” Caseina 7% 150 vit. E nullo (12) Aumentata sopravvivenza. 


LATTAZIONE - FERTILITA 


Sica e Cerecedo avevano trovato che un 
supplemento di latte ad una dieta basale col 
30% di caseina purificata (ma priva di By, 
inositolo, ecc.) aumentava la lattazione della 
ratta; addizionando la stessa dieta con orotico 
25 e 50 mg/kg, la lattazione restava immodi- 
ficata (32). Schultze riprese l’argomento e 
trovo che l’acido orotico ha un chiaro effetto 
curativo (nell’esperimento profilattico non si 
ha un effetto consistente) sulla deficiente lat- 
tazione, nella ratta a dieta contenente proteine 
purificate di soja (33). 

Sulla riproduzione Sica e Cerecedo negano, 
nell’esperimento citato, che l’acido orotico 
la influenzi. Le osservazioni invece di Mo- 
ruzzi e Coll. (7) e di Schwietzer (17) depon- 
gono concordemente per una influenza ios. 
revole, nel senso che il numero dei nati, ri- 
dotto in conseguenza della dicta, é pid alto 
nel gruppo di ratti trattati con orotico. No- 
tiamo che l’osservazione di Moruzzi e Coll. 
si riferisce alla seconda, quelle di Schwietzer 
alla prima generazione (per i particolari sulla 
composizione delle diete rimandiamo alle ta- 
belle II ¢ III) ¢ che in entrambi i casi la fertilita 
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é valutata come numero dei nati. Anche il 
peso dei nati da madri trattate con orotato 
é maggiore di quello dei nati da madri non 
trattate (17). 


GRAFICO I 


Effetti dell’acido orotico sulla crescita ponderale 
degli immaturi 


O 10 20 30 40 
grammi 


Accrescimento ponderale medio giornaliero in soggetti con- 
trollo (I) e trattati con orotico (II). 
a) alimentazione con latte di donna; 
b) alimentazione con latte in polvere semiscremato e acidificato; 
¢) allattamento misto. 


Il grafico dimostra Il’effetto favorevole del trattamento con 
orotato. (Dai dati di Dolcetta e Massimo, 30). 
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L’importanza fondamentale della compo- 
sizione della dieta si ripete quindi anche in 
questi esperimenti sulla lattazione ¢ sulla ri- 
produzione. Sarebbe molto interessante esten- 
dere le ricerche su questi due campi di studio. 


SOPRAVVIVENZA 


L’azione favorevole dell’acido orotico sulla 
sopravvivenza é stata osservata ripetutamente 
a8) ratto in condizioni nutritive diverse e¢ 
descritta di recente anche nel pulcino (6). 

I dati riassunti nella tabella IV mostrano, 
fra l’altro, la concordanza dei risultati di queste 
osservazioni effettuate sia nei nati da madri 
trattate con orotico, sia nei ratti immaturi 
che ricevevano essi stessi l’orotato. Le regi- 
strazioni di mortalita negli esperimenti di 
Ginoulhiac e Ferrari (dati mediti) consentono 
di notare Il’effetto protettivo praticamente 
uguale in ratti trattati con dosi diverse di 
orotato e la distribuzione della mortalita nel 
tempo (tabella V). 

Di particolare rilievo é il risultato inedito 
di Ginoulhiac in ratti alimentati con dieta 
completa (caseina 18%) ed equilibrata, in cui 
i glicidi erano costituiti totalmente da lattosio: 
la mortalita nei ratti maschi é molto alta (88 %) 


ed é ridotta del 50% addizionando orotato 
alla dieta. 

Tutti questi dati concordano fra-loro e 
sono favorevoli all’affermazione di Moruzzi 
e Coll. (7), i quali riconoscono « una nuova 
proprieta all’acido orotico:. esso rappresenta 
infatti un fattore di sopravvivenza per il 
ratto ». Potrebbe anzi darsi che tale proprieta 
fosse da estendere ad altre specie animali e 
da interpretare attraverso i rapporti dell’acido 
orotico col metabolismo dei protidi e dei 


glicidi. 


AZIONE SULLE GHIANDOLE ENDOCRINE 


Osservazioni sullo sviluppo di ghiandole 
endocrine dopo somministrazione di acido 
orotico sono state effettuate in ratti alimentati 
con diete diverse, sui quali si seguiva anche 
la crescita ponderale. 

Nel nostro Laboratorio ci siamo occupati 
di questo argomento (19, 20, 34); riporteremo 
qui, sotto forma di grafici tratti dai singoli 
esperimenti, 1 valori relativi ai pesi del timo 
(grafico 2) e dei surreni (grafico 3) in vari 
gruppi di animali diversi per eta, sesso, mo- 
dalita di trattamento con orotico. In tutti i 
gruppi di ratti a dieta completa ed equilibrata 


TABELLA IV - Effetto dell’acido orotico sulla sopravvivenza nel ratto 


| Osservazioni sulla mortalita -.. | Protez. % 
Dieta Mostalita trattati Riferimento 
t 4; | con acido' bibliografico 
| | 
| Proteina purificata di soja ....... 100 Neonati 21 100 44 (33) 
| alle madri Ill gravidanza 
| Randoin e Causeret priva di FPA 10 Neonati 21 72 94 (7) 
alle madri I generazione 
» » » Neonati 21 100 93 (7) 
II generazione 
| Ipoproteica priva di vitamina E .. 186 Immaturi (g $0) go 100 50 (12) 
come sale di K 
| Leguminose ¢ cereali (*)......... 310 © 1240 idem 30 25 93 (28) 
come sale di K 
| 
| Caseina 18%, lattosio 68% ...... idem | 36 88 50 (28) 


310 
come sale di K 


(*) Per i dati particolareggiati relativi alle dosi diverse ed alla distribuzione della mortalita nel tempo cfr. Tabella seguente. 


NOTA - Ferrara (6) riferisce che nel pulcino la mortalita ¢ del 2,5% nei trattati con acido orotico rispetto al 10,4% dei gruppi 
controllo. 
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TABELLA V - Effetto dell’acido orotico sulla soprav- 
vivenza. Azione protettiva della mortalita nel tempo 
ed in rapporto a dosi diverse 


Mortalita % 


a 10 | a 20 a 30 
gg se 

_- 64 | 25,0 1,6 | 10,9 12,5 

K orotato 310 ......... 34 | 931 3.71 307 
Acido orotico 250 ..... 27 | o 

K orotato 1240 ........ 26 | 11,5 11,5 

Acido orotico 1000 .... 15 | 0 


Ratti immaturi g 50, maschi e femmine, alimentati con dieta 
di leguminose e cereali (Ginoulhiac e Ferrari, dati inediti). 

In alcuni gruppi di animali, prolungando il trattamento per 
120 giorni, la mortalita aumenta, |’azione protettiva dell’orotico 
permane e¢ non si riscontrano differenze fra acido orotico ¢ 
sale potassico. 


contenente il 18% di caseina, l’orotico non 
modifica significativamente il peso del timo 
né quello del surrene. Se invece lo sviluppo 
di questi organi risente dello stato di mal- 
nutrizione determinato dalla dieta, il tratta- 
mento con orotato tende ad opporsi al danno 
che, nel nostro caso, era rappresentato da una 
diminuzione del peso del timo e da un au- 
mento di quello del surrene. 

Questa azione dell’orotato, osservata negli 
stessi animali nei quali il composto esercitava 
un’influenza favorevole sul peso del corpo, 
é stata da Ginoulhiac e Ferrari denominata di 
«normalizzazione » del peso delle ghiandole 
in questione (20). 

Dalla letteratura risulta inoltre che l’acido 
orotico non modifica l’effetto della tiroxina 
sulla crescita (35); il peso della tiroide sarebbe 
inibito da forti dosi di orotico nel maschio, 
stimolato da dosi basse nella femmina secondo 
Ratsimamanga e Coll. (8); questi AA., in 
base ad un aumento del peso dell’ipofisi, del- 
Yovaio e dell’utero nella ratta trattata con 
orotico, affacciano Vipotesi di un’azione fa- 
vorente la sintesi delle stimuline ovariche e 
somatotrope a detrimento della gonadosti- 
mulina maschile, della corticotropina e della 
tireostimulina, come sarebbe indicato anche 
dall'inibizione dello sviluppo testicoli, 
dei surreni e della tiroide nel maschio: la ca- 
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GRAFICO 2 


Influenza dell’acido orotico sul peso del timo 


GRAFICO 3 


Influenza dell’acido orotico sul peso del surrene 


Ratti alimentati con dieta completa (caseina 18 %) (I) o con dieta 
di leguminose e cereali (Il). 


Nei grafici sono riportati, indipendentemente da sesso, eta, dosi 
e durata del trattamento con orotico, i valori medi del peso del 
timo e¢ rispettivamente dei surreni espressi in mg per 100 g di 
peso corporeo. 


Nell’alimentazione con dieta contenente caseina (I) nessuna dif- 
ferenza significativa si rileva nei gruppi di soggetti trattati con 
orotico (parte tratteggiata) in confronto di quelli non trattati 
(parte non tratteggiata) nel peso del timo e dei surreni. 


Nell’alimentazione con dieta di cereali ¢ leguminose (If) la ri- 
duzione di peso del timo e l’aumento di peso del surrene dovuti 
alla dieta (parte non tratteggiata) sono modificati dal tratta- 
mento con orotico (parte tratteggiata). 


(Dai dati di Mainardi, 19 e di Ginoulhiac e Ferrari, 20). 
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strazione fisiologica a cui essi accennano non 
trova conferma nei nostri dati (tabella VI). 

Queste osservazioni ed il rilievo della coe- 
sistenza di effetti sullo sviluppo di ghiandole 
endocrine e  sull’accrescimento ponderale, 
fanno ritenere che la « normalizzazione » pit 
o meno completa dello sviluppo di ghiandole 
endocrine alterato per effetto della dieta sia 
da riferire, in attesa che ricerche dirette pit 
fini e di carattere funzionale esplorino meglio 
questo campo, alla favorevole influenza 
dell’acido orotico sulla situazione metabolica 
generale. 


INFLUENZA SU ATTIVITA METABOLICHE 


La capacita dell’acido orotico di influenzare 
alcune attivita metaboliche, gia prospettata 
dalle conoscenze sopra la sua biogenesi, viene 
riportata in alcune ricerche recenti, dalle quali 
& possibile anche delineare alcuni interessanti 
rapporti dell’acido orotico con il ricambio dei 
protidi e dei glicidi. 

Nei riguardi del ricambio protidico é noto 
il significato attribuito oggi alla xantinossidasi 
epatica, uno degli enzimi pit: sensibili a varia- 
zioni di contenuto e di valore biologico delle 
proteine della dieta, a carenza di fattori vita- 
minici e minerali, a digiuno e ipoalimenta- 
zione calorica, ecc. (36, 37, 38, 39, 40, 41, 

2, 43, 44). 


Testicoli 


Dieta 
controlli 


Completa (caseina 18 %) 


877 


L’acido orotico aumenta l’attivita xanti- 
nossidasica del fegato di ratto carente in vi- 
tamina B,, o in FPA; questo depone per una 
influenza favorente l’utilizzazione delle proteine 
della dieta (45, 46, 47). Nello stesso senso de- 
porrebbe (48) l’aumento, nel fegato di ratto 
nelle suddette condizioni carenziali, dell’ attivita 
betain-omocistein=transmetilasi, che porta alla 
biosintesi della metionina, la quale a sua volta 
influenza |’attivita xantinossidasi epatica. 

La somministrazione di‘acido orotico é 
capace di opporsi, anche se non completa- 
mente, all’abbassamento dell’attiviti TPO del 
fegato di ratti alimentati con dieta di cereali e 
leguminose, secondo Ferrari e Ginoulhiac (49). 
Incidentalmente ricordiamo che la TPO é un 
enzima-proteina. 

Villa e¢ Coll. (50) riconoscono all’acido 
orotico una chiara influenza sull’utilizzazione 
delle proteine, in base alle variazioni di attivita 
enzimatiche mitocondriali del fegato di ratto 
a dieta ipoprotidica addizionata di acido oro- 
tico o di acido orotico vitamina E. Dio- 
guardi e Secchi (51) lo riconfermano attraverso 
le « favorevoli modificazioni di quelle costanti 
ematochimiche che maggiormente sono colle- 
gate al metabolismo proteico dell’epatocita », 
modificazioni riscontrate nel siero di epatopatici 
trattati con orotato e vitamina E. 

Del resto le conoscenze sulla partecipazione 
dell’acido orotico alla biogenesi degli acidi 


TABELLA VI —- Effetto dell’acido orotico sullo sviluppo dell’apparato sessuale del ratto 


Vescicole semi 
minali Riferimento 
bibliografico 


con orotico controlli | con orotico 

1067 177 190 (19) 
826 142 147 (20) 
1453 30 33 (20) 
1495 34,1 

1138 27,4 39,3 (19) 
1418 83,2 

1160 $4.7 47.9 (18) 
1365 

goo 11,7 10,1 
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nucleici indirizzavano gia verso una interpre- 
tazione di stretti rapporti fra acido orotico e 
sintesi proteica. 

Nel ricambio glicidico, lipotesi di un rap- 
porto con l’acido orotico é stata prospettata 
per la prima volta, se non erriamo, da 
Schwietzer (17), in base al fatto che l’aumento 
di peso di giovani ratti nel periodo di allatta- 
mento é maggiore se le loro madri hanno 
ricevuto acido orotico. Il lattosio contenuto 
nel latte subisce, come é noto, un‘idrolisi 
nell’intestino per azione della beta-galattossi- 
dasi; l’acido orotico potrebbe quindi servire 
alla formazione di questo enzima. D’altra 
parte esso potrebbe essere utilizzato anche per 
la sintesi del coenzima della galattoisomerasi, 
che trasforma il galattosio in glucosio. 

I] primo punto trova appoggio nel fatto che 
la sintesi di beta-galattossidasi da parte di 
stafilococchi disintegrati viene stimolata dal- 
l’aggiunta di una miscela di purine e pirimidine 
secondo Gale e Folkes (52). Il secondo punto 
si basa sul fatto che il coenzima della galattoi- 
somerasi luridin-difosfato-glucosio; secondo 
Weed l’acido orotico si trasforma in acido 
uridilico ($3) e pertanto sarebbe un precursore 
del coenzima suddetto. 

L’aumento dell’attivita  glucoso-6-fosfatasica 
del fegato, riscontrato da Marchetti e Coll. (54) 
come effetto dell’aggiunta di acido orotico ad 
una dieta carente in vitamina B,9, fa ricordare 
che detto enzima partecipa all’ultimo stadio 
della glicogenolisi; esso aumenta nel diabete 
e con trattamento cortisonico; manca conge- 
nitamente in alcune forme di glicogenosi di 
Von Gierke; é presente, ma in concentrazione 
minore, oltre che nel fegato, in altri tessuti 
(intestino, corteccia renale) in cui ha luogo 
riassorbimento di glucosio. 

Inoltre la diminuzione della piruvicemia e¢ 
dell’alfa-cheto-glutaremia riscontrata da Va- 
lagussa ($5) pud essere interpretata anche nel 
senso di una migliorata metabolizzazione di 
queste sostanze nell’ambito dei rapporti fra 
acido orotico e ricambio glicidico. 

Col metabolismo del galattosio si collegano 
i primi risultati di Schwarz-Tiene sull’influenza 
dell’acido orotico sui composti fosforati ad 
alto livello energetico nel ratto mantenuto 
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ad una dieta con il 34% di galattosio. Il com- 
posto riporterebbe alla norma il quoziente di 
fosforilazione ossidativa alterato nel ratto cost 
alimentato e favorirebbe l’incorporazione del 
P82 nell’ATP nell’ADP (56). 

Indovina ha iniziato, con risultati interes- 
santi, lo ‘studio dei rapporti fra acido orotico 
e pentosi (57). 

In definitiva, sarebbero da riconoscere al- 
l’acido orotico funzioni e significato di Fat- 
tore Proteico Animale secondo Moruzzi e 
Schwietzer, e¢ di Fattore Carboidratico Ani- 
male secondo Schwietzer. Anche indipen- 
dentemente dalla necessita di ulteriori preci- 
sazioni che Moruzzi e Coll. recentemente hanno 
gia prospettate, per l’interpretazione delle 
funzioni dell’acido orotico come fattore pro- 
teico animale (7), si pud ammettere I’esistenza 
di strette relazioni dell’acido orotico con i 
ricambi protidico e glicidico, in base ai risul- 
tati delle esperienze sopra esposte. 


RAPPORTI CON BATTERI E CON ANALOGHI AN- 
TAGONISTI 


Desideriamo, prima di concludere, fare un 
cenno ad alcuni di questi rapporti, con rife- 
rimento agli aspetti nutrizionali dell’acido 
orotico. 

Abbiamo riunito nella tabella VII i dati 
di letteratura su acido orotico e crescita di 
microrganismi; rimandiamo ad un_ recente 
lavoro di Nani (63) per l’analisi dell’azione 
di stimolo esercitata dall’acido orotico sullo 
sviluppo di vari microrganismi e ad_ altri 
lavori particolari per i rapporti fra acido oro- 
tico e metabolismo batterico. Rileviamo la 
mancanza di prove in vivo. 

Hallanger e Coll. (66), partendo dall’osser- 
vazione che il contenuto di orotico é molto 
alto nel latte di ruminanti e notevole in quello 
di giumenta — la quale ha un tratto ciecale 
molto ampio — avanzano I’ipotesi di stretti 
rapporti tra flora enterica e orotico, anche 
nel senso di una sintesi intestinale di esso. 
Schwietzer (17) non pensa che il composto 
sia capace di modificare la flora enterica; gli 
esperimenti di Schultze (33) su orotato ¢ 
lattazione non portano risultati in questo senso. 
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TABELLA VII - Azione dell’acido orotico sui microrganismi 


Concentrazioni 
Ce 6 Saggiate di orotico Riferimento 
PP in y/cc nel terreno a bibliografico 
e favorenti la crescita | 
Neurospora (2 mutanti) ...... 70O Attivi uracile, uridina, citidina ¢ su un ceppo anche (58) 
(crescita massima) citosina ¢ timina 
10 © pit Inattivi uracile e timina (10-20 /cc) (59) 
Streptococcus gruppo C ...... 10 — 20 Eguale attivita l’uracile (60) 
I-10 Quasi inattivo luracile (fino a 100 y/cc); inattiva la (61) 
timina (4§-100 y/cc) 
» » Inattivi uracile, uridina, §-carbossi-uracile, timina. (62) 
» 0,§ - 10 Egualmente attivi i sali di K, colina, dietilamina (63) 
Streptococcus faecalis ......... O,I-I Meno attivo dell’uridina (64) 
L. bifidus ATCC 4963 ...... < 10 - §0 Attivo come uracile e L-diidrorotico (6s) 
| 10 — §0 Attivo come uracile, inattivo L-diidrorotico (fino a (65) 
§0 y/cc). 
0,4-2 Alle concentrazioni basse pit attivo del diidrorotico ¢ (65) 


meno dell’uracile; alle alte pit attivo dell’uracile. 


Non abbiamo alcun dato sui livelli di oro- 
tico nel latte in rapporto alla microflora inte- 
stinale in condizioni basali nelle varie epoche 
dopo il parto, dopo somministrazione di oro- 
tato o l’alimentazione degli ani- 
mali. E tutto un nuovo capitolo che si apre 
a sperimentazioni utili anche 
in sede applicativa. 


Gli analoghi antagonisti sono stati studiati 
quasi esclusivamente in campo microbiolo- 
gico. Anche per questi dati rimandiamo ai 
lavori da ‘noi gia citati (10) ed a quello di 
Heidelberger e Coll. (67). 

Pud avere qui particolare interesse un cenno 
sui rapporti dell’acido orotico con un isomero, 
la carbossimetilidenidantoina, che, in una 
ricerca di Wright e Coll. (68), aveva stimo- 
lato lo sviluppo di L. bulgaricus (vi era perd 
presente acido orotico come impurezza, 69) 
e che da Mentzer e Ratsimamanga (70) viene 
ritenuto antagonista dell’acido orotico sulla 
crescita del ratto immaturo. In effetti questi 
AA. hanno trovato che I’acido orotico da solo 
favorisce lo sviluppo ponderale del ratto 
mentre la _ carbossimetilidenidantoina, data 
anch’essa da sola, lo inibirebbe. Esperienze 


precedenti di Manna e Hauge (8) parlano 
invece di un effetto della carbossimetilide- 
nidantoina favorente la crescita del ratto. 
Nel nostro Laboratorio abbiamo §speri- 
mentato l’azione della carbossimetilidenidan- 
toina da sola ed associata all’acido orotico 
sulla crescita di rattine immature e di un ceppo 
di L. bulgaricus 09 orotico dipendente. 
Riassumiamo nella tabella VII risultati 
di queste prove, le quali dimostrano che, nelle 
condizioni dei nostri esperimenti, la carbossi- 
metilidenidantoina non ha manifestato alcuna 
azione antagonista né¢ sullo sviluppo del ceppo 
di L. bulgaricus o9, né sulla crescita di ratte 


TABELLA VIII — Influenza della carbossimetilidenidan- 
toina (C.M.I.) da sola o associata all’acido orotico 
sullo sviluppo del L. bulgaricus o9 


Concentrazioni 
dosi impiegate 
Acido 
C.M.I. 
| da Ia 100 ~— Nessuna azione sullo sviluppo 
100 da §a20 ) 
» Non inibisce lo sviluppo 
da 50 a 350 50 } 
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TABELLA IX — Effetto della 5-carbossimetilidenidantoina (s~C.M.I.) sul peso corporeo e sul peso degli organi 


sessuali di ratti mantenuti a 


dieta completa (caseina 18 %) 


Peso 
Acido orotico 5-C.M.L. Peso corporeo 
Gruppo g/kg dieta g/kg dieta g Ovaio | Utero 
mg mg 
a -- — 167 + 4,8 31,3 + 1,2 192 + 22,9 
b -- 0,5 171 6,0 32,5 2,2 203 37,8 
c 0,5 0,§ 170 5,6 35,8 2,5 208 20,0 
d — 2,0 174 + 6,3 33,9 + 1,7 225 + 24,1 
e 1,0 2,0 163 7,0 36,2 2,4 199 12,1 


errore standard. 
Composizione della dieta (p. 100). 


Valori medi 


Caseina lavata 18, amido $8, saccarosio 10, olio di mandorle 10, miscela salina Osborne-Mendel 4, vitamina D 50 U.L., vitamina K 


20 pg; ogni kg di dieta era addizionato delle seguenti vitamine: 
di calcio 10 mg, nicotinamide 60 mg, p-aminobenzoato di sodio 
inositolo 300 mg, colina 600 mg. 


tiamina 2 mg, lattoflavina 4 mg, piridoxina 6 mg, d-pantotenato 
600 mg, acido folico 200 1:g, biotina 100 pg, vitamina B;> 20 pg, 


Una volta alla settimana: vitamina A 350 U.I. e a-tocoferolo 6 mg. 


immature; nessuna influenza significativa ab- 
biamo registrato sul peso di utero ed ovaio 
(tabella IX). 

Anche questo capitolo sugli analoghi an- 
tagonisti, sebbene allo stato attuale delle cono- 
scenze non porti nessun contributo di parti- 
colare importanza per la conoscenza degli 
aspetti nutrizionali dell’acido orotico, potra 
fornire dati interessanti, se ulteriori ricerche 
verranno condotte specificamente. 


CONCLUSIONI 


I dati che abbiamo esposti si possono cosi 
riassumere: 


1) in condizioni di alimentazione inadeguata 
l’acido orotico: 


a) esercita azione favorevole sul peso cor- 
poreo (ratto a dicta priva di fattore proteico 
animale o di vitamine del complesso B; ratto 
e pulcino a diete di basso valore biologico); 


b) riduce la mortalita (ratto, pulcino): 
fattore di sopravvivenza secondo Moruzzi; 
fertilita 


c) influenza favorevolmente la 


(ratto) ; 


d) aumenta la lattazione (ratto); 
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e) si oppone agli effetti dell’alimenta- 
zione inadeguata sullo sviluppo di ghiandole 
endocrine (timo, surreni, utero, ovaio di ratto). 


2) L’acido orotico influenza il ricambio 
protidico, nel senso di migliorare lutilizza- 
zione ¢ la sintesi delle proteine; partecipa 
verosimilmente alla metabolizzazione del ga- 
lattosio. 

Queste proprieta farebbero riconoscere al- 
l’acido orotico funzioni e significato di Fattore 
Proteico Animale (Moruzzi, Schwietzer) e di 
Fattore Carboidratico Animale (Schwietzer). 


3) L’acido orotico stimola l’accrescimento 
degli immaturi e modifica favotevolmente 
alcune sindromi cliniche da malnutrizione: 
stati distrofici in campo pediatrico, emo- 
patie nutrizionali, epatopatie. 


RIASSUNTO 


L’esame dei dati di letteratura e dei risultati delle 
esperienze personali consente di concludere che I’acido 
orotico, in condizioni di alimentazione inadeguata, 
esercita azione favorevole sul peso corporeo e riduce 
la mortalita (ratto, pulcino); influenza favorevol- 
mente la fertilita (ratto); si oppone agli effetti deter- 
minati dall’alimentazione sullo sviluppo delle ghian- 
dole endocrine (timo, surreni, utero, ovaio di ratto). 
L’acido orotico influenza il ricambio protidico, mi- 
gliorando lutilizzazione e la sintesi delle proteine 
e partecipa alla metabolizzazione del galattosio. Sti- 
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mola infine l’accrescimento degli immaturi ¢ mo- 
difica favorevolmente alcune sindromi cliniche da 
malnutrizione: stati distrofici dei bambini, emopatie 
nutrizionali, epatopatie. Vengono ricordate le ri- 
cerche sullo sviluppo batterico e sui rapporti con 
analoghi antagonisti. L’importanza dell’acido orotico 
nel campo degli studi nutrizionali risulta evidente. 


RESUME 
Acide orotique: aspects nutritionnels. 


En examinant les données de la littérature et les 
résultats issus de leurs expériences personnelles, les 
auteurs parviennent 4 la conclusion que Il’acide oro- 
tique, dans de mauvaises conditions d’alimentation, 
exerce une action favorable sur le poids corporel 
et réduit la mortalité (rat, poussin), influence favo- 
rablement la fertilité (rat) et s’oppose aux effets pro- 
voqués par l’alimentation sur le développement des 
glandes endocrines (thymus, surrénales, utérus, 
ovaire de rat). L’acide orotique influence le méta- 
bolisme protidique, en améliorant l'utilisation et 
la synthése des protéines, et participe 4 la métaboli- 
sation du galactose. Il stimule en outre la croissance 
des nouveau-nés «immatures» et modifie} favora- 
blement certainsYsyndromes cliniques dus 4 une 
malnutrition: états dystrophiques des enfants, hémo- 
pathies nutritionnelles, hépatopathies. Les auteurs 
rappellent les recherches réalis¢es sur la croissance 
bactérienne et sur les rapports avec des composé¢s ana- 
logues antagonistes. L’importance de l’acide orotique 
dans le domaine des études nutritionnelles apparait 
évidente. 


SUMMARY 
Orotic acid: nutritional aspects. 


A review of the literature and the results of per- 
sonal investigations allow the conclusion that orotic 


‘acid, in conditions of inadequate feeding can have 


a favourable action on body weight, reduce morta- 
lity (rat, chick), increase fertility (rat), and antagonize 
the effects of the diet on the development of endo- 
crine glands (thymus, adrenals, uterus, ovaries of 
the rat). Orotic acid has also an influence on pro- 
tein metabolism, where it increases utilization and 
synthesis, and plays a role in galactose metabolism. Fur- 
thermore, it f pee a stimulating effect on the growth 
of immature children and a therapeutic value in 
some clinical syndromes such as malnutrition in 
children, nutritional hemopathies, liver diseases. 
Some investigations concerning its influence on bac- 
terial growth and its relations with competitive 
antagonists are reviewed. The importance of orotic 
acid in the field of nutritional studies is underlined. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Orotsdure: ihre Beziehungen zu den Ernharungs- 
prozessen. 
Die Priifung der literarischen Angaben, sowie die 
persénlich po Resultate rechtfertigen fol- 


genden Schluss: bei mangelnder Ernahrung iibt die 
Orotséure auf das Kérpergewicht eine giinstige 
Wirkung aus und kann die Latalitait (Ratte, Kiicken) 
herabsetzen; sie beeinflusst auf giinstige Weise die 
Fertilitat; sie wirkt den durch die Ernahrung her- 
vorgerufenen Folgen fiir die Entwicklung der innen- 
sekretorischen Driisen (Thymus, Nebenniere, Gebar- 
mutter und Eierstécke der Ratte) entgegen. Die 
Orotsaure beeinflusst den Proteinstoftwechsel, indem 
sie die Ausniitzung und die Synthese der Proteine 
verbessert, und nimmt an der Metabolisierung der 
Galaktose teil. Sie fordert ferner das Wachstum bei 
den Friihgeborenen und Andert im giinstigen Sinne 
einige mit dem Ermahrungsmangel verbundene kli- 
nische Syndrome: dystrophische Zustinde beim 
Kinde, ernahrungsbedingte Hamopathien, Hepato- 
pathien. Die Forschungen beziiglich des Bakterien- 
wachstums und der Beziehung zu verwandten Anta- 
gonisten werden in Erinnerung gebracht. Die Wich- 
tigkeit der Orotsiure in Bezug auf die Ernihrungs- 
prozesse ist demnach unstreitbar. 


RESUMEN 
Acido orédtico: aspectos nutricionales. 


Después de examinados los datos de la literatura 
y los resultados de sus experiencias personales, los 
autores llegan a la conclusiédn que el Acido orético, 
en condiciones de alimentacién inadecuada, ejerce 
una accion favorable sobre el peso corporal; reduce 
la mortalidad (rata, polluelo); influye favorablemente 
en la fertilidad (rata); y se opone a los efectos provo- 
cados por la alimentacién sobre el desarrollo de las 
endocrinas (timo, suprarrenales, utero, 
ovario de rata). El acido orético influye en el meta- 
bolismo protidico, mejorando la utilizacién y la 
sintesis de las proteinas, y participa en la metaboli- 
zacion de la galactosa. Finalmente estimula el creci- 
miento de los inmaturos y modifica favorablemente 
algunos sindromes clinicos por malnutricién: estados 
distroficos de los nifios, hemopatias nutricionales, 
hepatopatias. Se recuerdan las investigaciones sobre 
el desarrolio bacteriano y sobre las relaciones con 
analogos antagonistas. La importancia del Acido 
orético en el campo de los estudios nutricionales 
resulta evidente. 
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(Direttore: Prof. G. Moruzzi) 


Rapporti nutritivi e metabolici 


tra acido orotico e vitamina Bj, 


R, VIVIANI - M. MARCHETTI 


Negli anni che precedono [’isolamento 
della vitamina B,, era stata messa in luce 
l’esigenza nutritiva per il pulcino, ratto, 
topo e maiale di un nuovo fattore che dai 
vari ricercatori veniva denominato con ter- 
mini diversi: Animal Protein Factor (APF), 
Hatchability Factor, Cow manure Factor, Zooferin, 
Nutritional Factor X (1, 2). 

Poiché questo fattore aveva la proprieta di 
essere presente, fatta eccezione per il Cow 
manure Factor, in fonti naturali grezze di ori- 
gine animale, prevalentemente costituite da 
proteine, quali i preparati di fegato, le farine 
di carne e di pesce, Ei caseina ed altri derivati 
del latte vaccino, gli AA. di lingua inglese 
si erano uniformati nella terminologia di 
queste ricerche, denominando Animal Protein 
Factor (APF) il fattore presente nelle fonti 
proteiche grezze di origine animale e la cui 
carenza si traduce in una mancata crescita 
ottimale e insufficiente riproduzione del ratto 
e del pollo. 

Le prime ricerche sistematiche di nutri- 
zione, dalle quali prese origine l’idea del- 
l’esistenza di una sostanza nutritiva associata 
solo alle proteine animali e che non é presente 
in alimenti di origine vegetale e non si iden- 


tifica con gli aminoacidi, furono intraprese 


Nel presente lavoro vengono usate le seguenti abbreviazioni: 
APF = Animal Protein Factor (principio nutritivo studiato in 
Inghilterra ¢ negli Stati Uniti d’America); FPA della caseina o 
FPA = Fattore Proteico Animale della caseina (principio nutritivo 
studiato in Italia da Moruzzi e Coll.); DPN = difosfopiridin- 
-nucleotide; TPN = trifosfopiridin-nucleotide; CoA = Coen- 
zima A; CO = Colino-ossidasi; BOT = betain-omocistein-tran- 


smetilasi; XO = xantinossidasi; GSH = glutatione ridotto. 


nel 1932-33 da Byerly e Coll. (3) negli Stati 
Uniti d’America e da Mapson (4) in Inghil- 
terra. Dopo la ripresa, nel 1941, delle ricerche 
su questo argomento da parte di Cary e 
Hartman (5), nel 1947 Nichol e Coll. (6) dimo- 
stravano che estratti epatici antianemici per- 
niciosi usati nella terapia umana avevano un 
effetto di crescita per il pulcino carente -in 
APF, indicando cosi una relazione tra l’APF 
necessario al pulcino e il fattore che cura 
anemia perniciosa dell’uomo. 

Sempre nel 1947 esperimenti di Jaffé ed 
Elvehjem (7), eseguiti sul ratto alimentato 
con una dieta a base di mais e soja, che costi- 
tuiscono gli alimenti pid comuni del popolo 
venezuelano, integrata con olio di mais, vi- 
tamine e sali, che l’estratto 
antianemico pernicioso é pure attivo per il 
ratto mantenuto a questo regime dietetico 
privo di APF. 

La scoperta della vitamina B,., avvenuta 
nel 1948 (8, 9) in preparati di estratti epatici 
ad attivita antianemica perniciosa, indusse a 
saggiare sul ratto e sul pulcino questa nuova 
sostanza cristallina la quale si dimostrd attiva 
sia sulla crescita che sulla sopravvivenza (1). 
Da questa osservazione si giunse a concludere 
che |’APF si identificava con la nuova vita- 
mina. Il complesso problema di questa iden- 
tita venne ampiamente discusso in una rassegna 
di Zucker e Zucker (1) nella quale gli AA. 
erano portati ad attribuire alla B,, cristallina 
le proprieta nutritive dell’APF presente in 
estratto di fegato, farina di carne e di pesce, 
caseina e prodotti del latte vaccino in genere. 
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Questa specificazione si rese necessaria poiché 
gia nel 1950 si andavano raccogliendo dati 
sulla possibile esistenza di nuove sostanze 
nutritive per il ratto ed il pulcino, chimica- 
mente non identificate, presenti in prodotti 
di origine vegetale. 

I primi AA. a porre in dubbio [l’assoluta 
identita tra la vitamina B,, e APF come 
fattore nutritivo necessario alla crescita ed 
alla riproduzione del ratto furono Piccioni e 
Coll. (10) i quali dimostrarono che la vita- 
mina B,,, somministrata curativamente, non 
era in grado di salvare dalla morte i neonati 
di ratti mantenuti ad una particolare dieta, 
mentre piccole quantita di latte vaccino pos- 
sedevano tale facolta. Questi AA., infatti, 
sperimentando su ratti alimentati con una 
dieta naturale varia e completa secondo Ran- 
doin e Causeret (11) nella quale l’unica fonte 
di proteine animali era costituita da caseina 
grezza, e che permetteva per numerose gene- 
razioni crescita e riproduzione normali, ave- 
vano osservato che sostituendo ia caseina 
grezza con una caseina purificata mediante 
ripetuti lavaggi con acido acetico al 0,5 % si 
avverava nella prima generazione un’elevata 
mortalita dei neonati e, nella seconda gene- 
razione, una totale mortalita (10). Data l’azione 
insufficiente della vitamina By, gli AA. pro- 
spettarono l'esistenza, nella caseina grezza, 
di una nuova sostanza, definita, in merito 
al tipo di ricerche ed alla fonte naturale, 
Fattore Proteico Animale della caseina (FPA 
della caseina) non identificabile con la vita- 
mina 

Successive ricerche ribadivano tale concetto, 
giacché la By. somministrata con la dieta (2 y 
per 100 g) per la durata di due generazioni 
era in grado di risolvere la carenza solo nella 
prima generazione, risultando invece inef- 
ficace nella seconda (12), mentre l’integra- 
zione della stessa dieta con latte vaccino risol- 
veva il quadro carenziale (13). 

Per l’efficacia curativa (10) e profilattica (13) 
del latte vaccino, a differenza delle vitamine 
note e dei minerali componenti la miscela 
salina di Osborne e Mendel (14) ed anche in 
considerazione delle ricerche di Granados (15), 
che portavano ad attribuire a sconosciute so- 
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stanze e non alla B,, l’effetto di crescita per 
il ratto, esercitato dal latte e suoi derivati, 
Moruzzi e Coll. si indirizzarono alla ricerca 


ed identificazione di una nuova sostanza 
presente nella caseina grezza, alla quale at- 
tribuire le proprieta nutritive dell’FPA della 
caseina. 

Una sostanza chimicamente definita, l’acido 
orotico (4-carbossiuracile), scoperto nel siero 
di latte da Biscard e Belloni fin dal 1905 (16), 
suscitd interesse di studio, poiché sebbene le 
conoscenze sul valore nutritivo di questa 
sostanza fossero limitate ad un effetto positivo 
di crescita su alcuni microrganismi (21), sul 
ratto (22) e sul topo (23), a all’effetto nega- 
tivo nel fenomeno della lattazione (24) e 
sopravvivenza del ratto (25), se ne andava 
invece chiarendo l’importante ruolo meta- 
bolico nella biosintesi degli acidi nuclei- 
nici ed in particolare dei nucleotidi pirimi- 
dinici (26). 

Costituendo il latte vaccino, secondo i dati 
di diversi AA. (17, 18, 19), ottenuti con metodi 
chimici e microbiologici, una delle fonti 
naturali pit ricche in acido orotico, fu intra- 
presa la ricerca di questa sostanza nella caseina, 
nella quale era presumibile fosse presente come 
impurezza (20). 

Il dosaggio dell’attivita dell’acido orotico 
eseguito per via microbiologica su campioni 
di caseina grezza riveld infatti la sua presenza 
in quantita apprezzabili, a differenza della 
caseina purificata che ne era quasi completa- 
mente priva (20). Questa osservazione di- 
mostrava che l’acido orotico veniva aspor- 
tato durante il procedimento per la purifica- 
zione della caseina, insieme alle sostanze 
nutritive sconosciute, definite come FPA. 

In considerazione del fatto che la dieta 
priva di FPA era anche carente in acido oro- 
tico, del crescente interesse biochimico che 
assumeva questa sostanza ed infine richia- 
mando il principio che alcuni costituenti 
delle molecole coenzimatiche si 
erano rivelati vitamine per la nutrizione degli 
animali, fu valutato l’effetto dell’acido orotico, 
del quale si prospettava l’intervento nella 


biosintesi dei coenzimi uridinici, nella carenza 
in FPA della caseina. 
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Tali esperimenti dimostrarono che I’acido 
orotico, integrato alla dieta priva di FPA, in 
quantita equivalenti a quelle asportate con i 
procedimenti di purificazione, si comporta 
come un fattore di crescita per il ratto carente 
(27) ed & in grado di normalizzare per la du- 
rata di due generazioni, a differenza della 
vitamina alcuni aspetti pit caratteristici 
della carenza e di impedire [alta mortalitd 
dei neonati (28, 29), indicando cosi l’esistenza 
di uno stretto rapporto tra acido orotico e 
FPA della caseina. 

Moruzzi e Coll. (29) emisero quindi l’ipo- 
tesi che l’acido orotico costituisca o uno dei 
fattori proteici animali o una parte di esso 
se l’attivita FPA si deve attribuire ad un’unica 
sostanza, oppure un precursore, senza poter 
escludere la possibilita che l’acido orotico rap- 
presenti una struttura ad intensa azione di 
risparmio sugli FPA. Questa ipotesi trovava 
inoltre conferma dal fatto che due attivita 
enzimatiche, betain-omocistein-transmetilasi 
(30) e xantinossidasi (31), modificate nella 
carenza in FPA, venivano normalizzate dal- 
l’acido orotico (32, 33). 

Il concetto quindi risultante dalla rassegna 
di Zucker e Zucker (1) e da quella di Jukes e 
Williams (34) secondo cui l’attivita APF nelle 
fonti naturali grezze come la farina di pesce 
e di carne, i preparati di fegato, la caseina ed 
i prodotti del latte vaccino in genere, é data 
dalla presenza in questi materiali della vita- 
mina By, alla luce di queste esperienze deve 
essere riveduto nel senso che, almeno nel caso 
specifico della caseina grezza e quindi dei 
prodotti del latte vaccino in genere, le pro- 
prieta nutritive dell’APF per la crescita, ri- 
produzione, lattazione, sopravvivenza del 
ratto, sono dovute in modo particolare alla 
presenza dell’acido orotico. 

Questi esperimenti, oltre a stabilire l’impor- 
tanza nutritiva dell’acido orotico nella carenza 
in FPA della caseina ed a prospettarne rap- 

orti con |’ Animal Protein Factor degli AA. di 
ta inglese, hanno messo in luce un nuovo 
concetto: l’esistenza di rapporti nutritivi tra 
acido orotico e vitamina B,5, dal momento 
che entrambe le sostanze, la vitamina By, in 
modo parziale, l’acido orotico in modo pit 


completo, sono efficaci nel prevenire la carenza 
in FPA della caseina. 

Al fine di indagare pit direttamente i ra 
porti tra vitamina B,, ed acido orotico, a 
erano apparsi evidenti negli studi sull’FPA 
della caseina, fu iniziato un nuovo ciclo di 
esperienze sul ratto, per valutare |’effetto 
dell’acido orotico sia sulla crescita che su 
alcuni aspetti metabolici nel ratto mantenuto 
ad una dieta proposta da Register e Coll. (35), 
in grado di determinare la carenza in vita- 
mina By. La scelta di questo regime dietetico 
fu suggerita dal fatto che fin dal 1947 si era 
riscontrato il pit idoneo per saggiare l’effetto 
di crescita rm ratto di estratti epatici anti- 
anemici perniciosi (7) e dal 1948 in avanti per 
dimostrare l’effetto della vitamina B,, cri- 
stallina come APF e come fattore di risparmio 
dell’aminoacido metionina (34). Questa diéta 
inoltre si era pure rivelata adatta per valutare 
le modificazioni biochimiche che si instaurano 
durante la carenza in vitamina Bj». 

Come animali da esperimento furono usati 
ratti maschi e femmine appena svezzati del 
ceppo Sprague-Dawley, del peso di 40-45 g, 
provenienti da madri alimentate alla dicta 
di Randoin e Causeret (11) suddivisi in tre 
gruppi. Un primo gruppo fu alimentato con 
la dieta di Register e Coll. (*) priva perd di 
materiali tireoattivi e servi come controllo; 
un secondo gruppo con la stessa dieta, sup- 
plementata con vitamina B,, (2 y per 100 g 
di dieta); infine un terzo gruppo con la dieta 
basale arricchita di acido orotico (1000 y per 
100 g di dieta). 

Dopo 4 od 8 settimane di sperimentazione, 
durante le quali veniva controllata la crescita, 
gli animali furono sacrificati ed i fegati ven- 
nero utilizzati per lo studio di alcune modi- 
ficazioni biochimiche pit caratteristiche della 
carenza in By4p. 

Questi esperimenti volti ad indagare i 
meccanismi Piochimici che sono alla base dei 


(*) Farina di soja commerciale (estratta con solventi organici, 
44% di proteine) 46,35 g; farina integrale di mais 46,35 g; olio 
di mais § g; cistina 0,3 g; CaHPO, 0,92 g; CaCO, 0,6 g; NaCl 
0,44 g; MnSO,.4H,2O 0,04 g; vitamina B, 0,3 mg; vitamina B, 
0,3 mg; vitamina Bs 0,2 mg; acido pantotenico 2 mg; vita- 
mina PP 2 mg; acido folico 0,025 mg; biotina 0,01 mg; inosi- 
tolo 10 mg; colina 100 mg; PABA 25 mg. Le vitamine A ¢ D 
venivano somministrate bisettimanalmente. 
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rapporti nutritivi tra B,, ed acido orotico 
sono stati eseguiti nell’ambito delle ipotesi 
sil meccanismo d’azione della B,., formulate 
da Arnstein (36) e da Smith (37). Questi AA. 
sono arrivati alla conclusione che la By, é 
interessata al metabolismo delle proteine, dei 
glucidi, dei lipidi e degli acidi nucleinici. 
Questa complessita di funzione nell’animale 
da esperimento e nell’uomo é presumibil- 
mente in rapporto ad un meccanismo biochi- 
mico fondamentale, ancora sconosciuto, a 
carattere molto generale. Secondo questa 
ipotesi la B,, funzionerebbe come coenzima 
legato a specifiche proteine enzimatiche (la 
By, é infatti per la maggior parte legata alle 
proteine del citoplasma) ed in maniera analoga 
ai coenzimi piridinici (DPN e TPN) essa 
parteciperebbe ad attivita enzimatiche del 
metabolismo degli aminoacidi, degli acidi 
grassi, dei glucidi e dei precursori dei nucleotidi 
purinici e pirimidinici. Nonostante sia stata 
scoperta la formula della vitamina e siano gia 
iniziati studi sulle specifiche proprieta dei vari 
aggruppamenti chimici della molecola nel 
complesso fenomeno di legame alla proteina, 
non si sono ancora isolati enzimi che abbiano 
come gruppo prostetico la B,,, ad eccezione 
di una frazione citoplasmatica (ma non en- 
zima puro) molto ricca in By, che si é recen- 
temente dimostrata attiva nell’incorporazione 
degli aminoacidi (38). 

Nel tentativo di spiegare gli effetti biochi- 
mici della vitamina B,9, si sono prospettate 
varie ipotesi, nell’ambito di ognuna delle 
quali si va cercando il meccanismo fonda- 
mentale che condizionerebbe tutti gli altri 
aspetti metabolici: ipotesi di un suo intervento 
sul metabolismo dell units monocarboniosa 
(t-C), dei gruppi SH attivi, dei precursori 
degli acidi nucleinici, sulla sintesi proteica ed 
infine sul fenomeno generale dell’ ossido- 
riduzione. 

Sono stati presi in esame solo alcuni aspetti 
fondamentali di questi problemi ed in parti- 
colare l’effetto dell acide orotico nei confronti 
della vitamina By, sull’attivita betain-omoci- 
stein-transmetilasica, colinossidasica, xantinos- 
sidasica, citocromossidasica e glucoso-6-fosfa- 
tasica del fegato ed inoltre é stato valutato 
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il contenuto epatico del CoA e dell’acido 
pantotenico (vedi tabella). 

I primi dati relativi al meccanismo biochi- 
mico della vitamina B,,. riguardano il suo 
intervento nel metabolismo della colina e 
metionina e quindi nel metabolismo dell’unita 
monocarboniosa. Esperimenti nutritivi di Ben- 
net ec Coll. (39), eseguiti negli anni 1944-46, 
dimostrarono che certi fattori di crescita pre- 
senti nelle proteine animali (APF), allora non 
ancora identificati, apparivano ‘risparmiare 
le necessita nutritive di colina e metionina 
per il pulcino ed il ratto. Successivamente, 
negli anni 1949-50, veniva attribuito alla B,, 
leffetto di risparmio sulle necessita nutritive 
di queste sostanze (34). Questi esperimenti 
mettevano in luce i rapporti dell’APF e della 
B,» con le sostanze donatrici di gruppi metilici 
labili e quindi con il metabolismo dell’unita 
monocarboniosa. 

Il possibile meccanismo dell’effetto di ri- 
sparmio della vitamina B,, sui gruppi metilici 
é stato oggetto di numerose ricerche, sia con 
l’impiego di precursori di gruppi metilici mar- 
cati con isotopi, sia con lo studio di attivita 
enzimatiche implicate in reazioni di transmeti- 
lazione negli animali carenti in vitamina By». 

Cosi, mentre Arnstein e Coll. (40), con gli 
isotopi avevano stabilito che la vitamina B,, 
aumenta la biosintesi dei gruppi CH, da 
precursori a livello ossidato pit elevato, 
Oginsky (41) e Williams e Coll. (42) dimo- 
stravano una minore capacita da parte di 
omogenati di fegato di ratto carente in vita- 
mina B,, a formare metionina in presenza 
di omocisteina e di betaina rilevando cosi un 
effetto della vitamina sulle attivita enzima- 
tiche di transmetilazione. 

Poiché precedenti ricerche sul comporta- 
mento di alcune attivita enzimatiche nel ratto 
carente in FPA avevano messo in luce che 
lacido orotico é in grado di riportare a li- 
velli normali ’attivita betain-omocistein-tran- 
smetilasica (BOT, 30) nel fegato di ratto 
carente, Marchetti e Coll. (43), in relazione 
anche alle surricordate osservazioni di Bennet, 
hanno studiato l’effetto di questa sostanza 
sull’attivita BOT del fegato d ratto a dieta 
carente in 
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I dati riportati (vedi tabella) dimostrano 
che l’acido orotico, oltre a favorire la crescita 
del ratto in questa condizione dietetica, ri- 
porta a valori pressoché normali l’attivita 
enzimatica interessata alla biosintesi della 
metionina. 

Williams e Coll. (42) hanno valutato un’altra 
attivita enzimatica del fegato di ratto carente 
in By, in intima correlazione col metabolismo 
del metile: la colino-ossidasi (CO). Questa 
attivita enzimatica responsabile dell’ ossi- 
dazione della colina, attraverso la betainal- 
deide a betaina, che per le sue proprietd di 
composto onium & in grado di trasferire uno 
dei tre metili all’omocisteina per la biosintesi 
della metionina. La colino-ossidasi che, a 
differenza della BOT, risultava aumentata, 
veniva riportata a valori normali dall’aggiunta 
di vitamina B,,. Poiché i valori sulla respira- 
zione endogena diminuivano in carenza di 
vitamina B,, ed aumentavano in presenza 
della vitamina, gli AA. erano portati ad am- 
mettere che il comportamento della coli- 
no-ossidasi fosse un fenomeno apparente, in 
relazione alla respirazione endogena. L’au- 
mento infatti della respirazione endogena per 
somministrazione di vitamina B,, porterebbe 
ad una competiz‘one tra le due attivita ossida- 
tive, nell’ambito del comune sistema di tra- 
sporto dell’idrogeno e di qui la diminuzione 
della colino-ossidasi. D’altra parte Boxer ¢ 
Coll. (44) non hanno notato modificazioni 
della respirazione endogena nel fegato di ratto 


carente in vitamina B,,. Il fenomeno del- 
aumento della CO potrebbe quindi essere 
reale e interpretabile sulla base delle cono- 
scenze dell’intervento della vitamina Bj, sulla 
biosintesi del metile. E noto, secondo le ri- 
cerche di Arnstein, che quando manca la vita- 
mina non vi é possibilita di sintesi di gruppi 
metilici a partire dai precursori fisiologici 
serina e glicina, attraverso processi ossido-ri- 
duttivi dell’1-C ed in questo caso il fabbisogno 
di metili @ soddisfatto solo dalla colina e dalla 
metionina. Poiché le diete vegetali a base di 
soja ¢ mais carenti in vitamina B,, hanno un 
basso contenuto in metionina e sono supple- 
mentate con notevoli quantita di colina, 
unica fonte di metili pit immediata rimane 

uest’ultima sostanza. Sotto questo profilo é 
comprensibile I’aumento della CO 
un adattamento fisiologico che porta a fo 
mare betaina, unico composto in grado di 
cedere gruppi metilici alle reazioni metabo- 
liche che li esigono. 

Data quindi l’esistenza di una correlazione 
metabolica tra la colino-ossidasi ed il meta- 
bolismo del metile, é stato preso in esame 
leffetto dell’acido orotico anche su tale at- 
tivita enzimatica. Anche in questo caso, come 
appare dai dati riportati sll tabella, l’acido 
orotico esplica un’azione analoga alla vita- 
mina By» (45): 

Benché ancora oggi non sia stata dimostrata 
in maniera diretta la ragione del diverso com- 
portamento di queste ee attivita enzimatiche 


| | Aumento 
Attivita 
Gru Supplemento /100 g peed curs 
"di dicta basale Pporeo in 
(*) 
I _ 50 300 
2 2 y di vitamina B,2..... 75 510 
3 1000 y di acido orotico.. | 72 440 


Attivita 
: transme- | xantinos- | epatico ; 
| tilante | sidasica | sidasica |-fosfatasica| mossidasical di CoA |, 


mo) 


Attivita Contenuto Contenuto 


Attivita | Attivita 
colinos- ii, citocro- epatico di 


698 | 34.2 | 3,895 136 207 377 
1088 | 19,7 6,777 254 86 81 
1002 {| «(27,1 §,326 219 148 234 


(*) Espressa in y di metionina formata per h e per g di fi to fresco (femmine, a 4 settimane). (°) ressa in y di xantina ossidata 


per 30° e per g di fegato fresco (femmine, a 8 settimane). (*) 
2 at (") Espressa in mg di P i 
in wi di O2 


in pl di O2 per 10’ per 83,3 g di fegato fresco (maschi e fem- 


inorganico liberati in 15’ pl g di fegato fresco (femmine, a 8 settimane). (=) Espressa 
1 h e per I mg di fegato secco (maschi ¢ femmine, a 8 settimane). (++) Unita Lipman per g di fegato fresco (maschi, 


a 8 settimane). (“) ¥ per I g di fegato fresco (maschi, a 8 settimane). 
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BOT e CO in carenza di vitamina B,, ¢ del 
meccanismo di normalizzazione esplicato sia 
dalla vitamina B,, che dall’acido orotico, é 
possibile prospettare da questi dati che l’acido 
orotico svolga un’azione sia sulla BOT che 
sulla CO, attraverso un suo intervento, come 
precursore dei coenzimi citidilici (46),” nel 
metabolismo della colina. 

Mentre apparivano i primi elementi di fatto 
sui rapporti della vitamina B,, con le sostanze 
donatrici di metili, nel 1950 Bosshardt e Coll. 
(47) allestirono sul topo un’importante serie 
di ricerche al fine di poter individuare in quale 
altro settore metabolico la vitamina fosse 
particolarmente interessata. Basandosi sul prin- 
cipio che le variazioni dei rapporti percentuali 
dei componenti di una dieta 
(glucidi, protidi e lipidi) avevano fornito 
informazioni di notevole significato sulle 
funzioni metaboliche delle vitamine del 
gruppo B, dimostrarono che l’aumento della 
quota proteica eleva la richiesta di vitamina By», 
a dell’aumento della percentuale 
lipidica, che invece ne diminuisce il fabbi- 
sogno. Come Evans e Lepkovsky (48) fin 
dal 1929 avevano dimostrato che la carenza 
in tiamina insorge pit difficilmente se si au- 
menta la quota lipidica della dieta, Bosshardt 
e Coll. (47) rivelarono un fenomeno analogo 
per la vitamina By. Se l’effetto di risparmio 
dei lipidi per la richiesta nutritiva di B, aveva 
trovato negli anni successivi una spiegazione 
nel fatto che il metabolismo dei glucidi ri- 
chiede la presenza di una cocarbossilasi con- 
tenente tiamina e questo coenzima non inter- 
viene invece nel metabolismo degli acidi 
grassi, per la vitamina By, l’effetto di rispar- 
mio dei lipidi stava a prospettare che la nuova 
vitamina potesse svolgere un ruolo ancora 
sconosciuto, forse di tipo coenzimatico, nella 
demolizione dei glucidi oppure dei residui 
desaminati degli aminoacidi ed infine avere 
una funzione nella conversione in acidi grassi 
degli intermedi derivati dal § metabolismo 
dei glucidi ed aminoacidi (47). 

I risultati di Bosshardt confermati sul ratto 
da McCollum e Chow (49), insieme alle 
osservazioni di Ling e Chow (50) e di Tsu 
e Combs (51) sulle variazioni della glicemia 
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nel ratto e nel pulcino in carenza di vita- 
mina Bj», costituirono la premessa agli studi 
sul significato della vitamina B,, nel meta- 
bolismo glucidico e lipidico. Particolarmente 
significative per il progresso di questi studi 
sul pid intimo meccanismo biochimico della 
vitamina B,, si rivelarono le osservazioni di 
Dubnoff (52) secondo cui concentrati di fegato 
ad alta attivita By, aggiunti in vitro a fettine 
di fegato di ratto ne aumentavano la capacita 
di mantenere il glutatione allo stato ridotto. 
Cid indusse diversi AA. a studiare™l’effetto 
della carenza in vitamina B,, sul contenuto 
in glutatione nei tessuti. Questo tripeptide 
risultd diminuito nel fegato e nei globuli 
rossi. 

Ling e Chow (53), richiamandosi ai primi 
lavori di Bosshardt e Coll. (47) e a loro espe- 
rienze personali, collegarono i dati sulla di- 
minuzione di glutatione in carenza di vita- 
mina B,, con le conoscenze sul ruolo di questo 
tripeptide come gruppo prostetico della 3-fo- 
sfogliceraldeide-deidrogenasi (54, 55) ed emi- 
sero lipotesi di una diminuzione dell’ utilizza- 
zione glucidica nella carenza in vitamina By, 
per una lesione metabolica a livello delle 
tappe glicolitiche. Gli AA. osservarono inoltre 
che il GSH era in grado di normalizzare in 
vitro la formazione di riboso da glucoso nei 
globuli rossi ed in vivo le curve di tolleranza 
da carico di glucoso che, negli animali carenti 
in vitamina B,,, assumono le’ caratteristiche 
del tipo diabetico (53). 

Le ricerche di Viviani e Coll. (56) e le suc- 
cessive di Jaffé (57) evidenziarono invece un 
aumento del contenuto in GSH nel fegato 
di ratto carente in B,,, dimostrando che 
le relazioni tra vitamina B,, e GSH nei 
tessuti dipendono dal tipo della dieta e dal 
contenuto in essa di aminoacidi solforati ed 
anche dal grado di carenza dell’animale in 
esperimento. 

Questi risultati, se limitano l’importanza 
attribuita da Chow alla diminuzione dei 
livelli di GSH nei tessuti come spiegazione 
dell’alterato metabolismo glucidico, non esclu- 
dono che la vitamina B,, possa intervenire in 
altre tappe di questo Secale Varie sono 
infatti le attivita enzimatiche modificate nella 
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carenza in By, ¢ tra queste la fruttochinasi (58), 
la desossiriboaldolasi (59) e la glucoso-6-fosfa- 
tasi (60). 

Gli studi sui gruppi SH attivi in carenza di 
By non si sono limitati al GSH ma si sono 
estesi al coenzima A (CoA). Fin dal [1951 
Yacowitz e Coll. (61) avevano notato nel 
pulcino l’esistenza di un’azione reciproca di 
risparmio tra vitamina By. ed acido panto- 
tenico ed un aumento del contenuto epatico 
di acido pantotenico nei pulcini carenti in B,». 
Questo Renaiins indusse Boxer e Coll. (44) 
a saggiare il CoA negli organi di pulcini e 
ratti carenti in B,,. Gli AA. notarono un forte 
incremento di CoA, sia nella forma ossidata 
che in quella ridotta nel fegato e nel rene, che 
venne attribuito ad un’aumentata biosintesi 
e non ad una diminuita demolizione ed eli- 
minazione del coenzima. 

Un aumento di CoA nel fegato di ratto 
carente in B,, ¢ stato pure osservato da Sangui- 
netti e Coll. (62) e da Wong e Schweigert 
(63). Secondo questi ultimi AA. |’aumentata 
biosintesi del CoA sarebbe dovuta ad un 
meccanismo fisiologico di adattamento al 
fine di provvedere l’energia dal catabolismo 
degli acidi grassi, essendo in queste condizioni 
il metabolismo glucidico insufficiente a for- 
nirla. L’aumento della percentuale di PABA 
acetilato eliminato con le urine (62) (indice 
specifico secondo Klein ed Harris, [64] della 
capacita acetilante del fegato) e i dati di Boxer 
aiiasems del contenuto epatico di CoA in 
forma ridotta, cataliticamente attiva, confor- 
tano l’ipotesi di Wong e Schweigert (63). 

Poiché l’acido orotico aveva dimostrato un 
effetto di risparmio sul fabbisogno di vita- 
mina By, per la crescita e per le attivita BOT 
e CO nel ratto carente in questa vitamina, 
Moruzzi e Coll. (65) estesero lo studio di 

uesti rapporti metabolici al fenomeno del- 
l'aumento del CoA e dell’acido pantotenico 
epatico del ratto. 

Come appare dai dati riportati nella tabella, 
l’'acido orotico é in grado di diminuire i 
livelli epatici di CoA e di acido pantotenico, 
facendo presumere che anch’esso, al pari 
della vitamina B,,, sia in grado di facilitare 
lutilizzazione dei glucidi, diminuendo in 


tal modo la necessita di CoA per il catabo- 
lismo a scopo energetico degli acidi grassi. 

La partecipazione dell’acido orotico al 
metabolismo glucidico, prospettata indiretta- 
mente dalle ricerche e pid diretta- 
mente dimostrato dal suo effetto sul compor- 
tamento dell’attivita glucoso-6-fosfatasica nel 
ratto carente in B,, (66), é forse dovuta ad 
un piii vasto intervento di questa sostanza 
in numerose reazioni dipendenti da coenzimi 
uridinici dei quali’ Pacido orotico é il noto 
precursore (67). 

L’esistenza nella letteratura di alcuni dati che 
stavano ad indicare un ruolo della B,, nel 
metabolismo azotato — aumento dell’urea 
del sangue nei neonati carenti in B,, (68), ef- 
fetto protettivo della vitamina sulla tossicita 
da diete iperproteiche (47) — indusse Chow e 
Barrows (69) a studiare pit dettagliatamente 
il problema. Questi AA. negarono I’inter- 
vento della vitamina sul metabolismo proteico, 
per il fatto che l’aggiunta di essa a diete a base 
di proteine di soja non era in grado di aumen- 
tare la ritenzione di azoto. 

Un dato invece che ha rimesso in discus- 
sione tale problema fu quello ottenuto da 
Williams e Coll. (42) i quali, studiando il 
comportamento di alcune attivita enzimatiche 
nel fegato di ratto in carenza di vitamina By», 
notarono, tra l’altro, una marcata diminuzione 
dell’attivita xantinossidasica (XO). La nor- 
malizzazione di tale attivita dopo 8 giorni di 
somministrazione di By, permise agli AA. di 
ammettere che la vitamina favoriva la bio- 
sintesi dell’apoenzima incrementando il valore 
biologico delle proteine introdotte. 

La XO infatti si era gia dimostrata enzima 
assai sensibile, oltre naturalmente alla pre- 
senza nella dieta di B, e Mo, al valore biolo- 
gico ed alla quantita delle proteine dietetiche 
e pertanto, in considerazione di tale proprieta, 
era stata indicata da Litwach e Coll. (70) come 
un test per la loro valutazione biologica. 

Al fine di ottenere una prima indicazione 
dell’intervento dell’acido orotico anche nel 
metabolismo proteico é stato utilizzato il 
comportamento della XO epatica nel ratto 
a dieta carente in vitamina B,9, integrata con 
acido orotico (71). 
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L’effetto positivo esplicato dall’acido orotico, 
come appare dai dati della tabella, pud essere 
interpretato, analogamente alla B,,, come 
risultanza di una migliore utilizzazione degli 
aminoacidi della dieta che portano ad un’au- 
mentata biosintesi dell’apoenzima. 

Per quanto riguarda infine l’ipotesi di un 
intervento della vitamina B,, nel processo 
dell’ ossidoriduzione, dopo le osservazioni di 
Arnstein sul ruolo della B,, nella reazione 
riduttiva responsabile della biosintesi del me- 
tile e quelle di Dubnoff (52) sulla capacita 
della stessa di mantenere allo stato ridotto i 
gruppi SH, hanno fatto seguito numerose 
ricerche sul significato della vitamina a livello 
della catena respiratoria. 

Cosi Boxer e Coll. (44) hanno dimostrato 
un aumento del consumo di O, da parte di 
omogenato di fegato di ratto carente in vita- 
mina By, in presenza di piruvato, acetato, 
z-cheto-glutarato e succinato. Sreniva-Murthy 
e Coll. (72) hanno invece osservato una di- 
minuzione di alcune attivita deidrogenasiche nel 
fegato di ratto carente in By», quali la lattico-, 
butirrico-, succinico-, glutamico- e -colino- 
-deidrogenasi. Inoltre Fatterpaker e Coll. (73), 
in ricerche sull’effetto antitireotossico della By», 
hanno prospettato che la vitamina intervenga 
sulla produzione ed utilizzazione dei legami 
altamente energetici, accoppiate al trasporto 
degli elettroni. 

Tuttavia il dato pit significativo e diretto sul- 
l’intervento della vitamina By, a livello della 
catena respiratoria é, almeno fino ad oggi, 
quello di O’ Dell e Coll. (74), che riguarda 
la diminuzione del 50% dell’attivita cito- 
cromo-ossidasica nel fegato di ratti, neonati 
ed adulti, carenti in B,,. Poiché le variazioni 
dell’attivita enzimatica in parola non si ac- 
compagnano a variazioni dell’azoto del fe- 
gato, e, secondo le ricerche di Wainio e Coll. 
(75), l’attivita citocromo-ossidasica non si mo- 
difica nel fegato di ratto a dieta aproteica, 
la diminuzione dell’attivita stessa potrebbe 
essere imputabile ad un’alterata biosintesi del 
gruppo prostetico. Sebbene non siano stati 
intrapresi studi sistematici sull’intervento della 
B,, nel metabolismo delle porfirine, di un 
certo rilievo appaiono i dati di Oginsky e 
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Coll. (76) sull’effetto della By. nella biosintesi 
di pigmenti respiratori in microrganismi e 
le osservazioni di Allen (77) secondo cui i 
globuli rossi di pecora carente in By, hanno 
un contenuto in protoporfirine dieci volte 
superiore ai valori fisiologici. 

Al fine di avere una prima indicazione 
sull’eventuale effetto dell’acido orotico a 
livello della catena respiratoria é stata presa in 
considerazione |’attivita citocromo-ossidasica 
epatica. L’acido orotico (vedi tabella), in ma- 
niera analoga alla By», é in grado di riportare 
verso i vai normali questa attivita enzi- 
matica nel fegato di ratto carente in By» (78) 
rivelando un suo intervento su questa complessa 
attivita enzimatica, la quale rappresenta uno 
dei sistemi fondamentali del controllo meta- 
bolico cellulare. 

Dalle ricerche eseguite nell’Istituto di Chimi- 
ca Biologica dell’ Universita di Bologna, l’acido 
orotico appare dunque svolgere un’azione di 
risparmio sul fabbisogno di cianocobalamina 
sia per la crescita sia per la normalizzazione 
di attivita enzimatiche ed aspetti meta- 
bolici nel ratto a dieta carente in By». 

Le ricerche sul ratto carente in By», di con- 
certo con quelle relative alla carenza di FPA 
della caseina, pongono I’acido orotico, data 
la sua azione a dosi catalitiche (1000 y per 
100 g di dieta), nel novero delle vitamine 
€ prospettano un’analogia per questa sostanza, 
diretto precursore dei coenzimi pirimidinici, 
con l’acido nicotinico, precursore dei coenzimi 
piridinici. 

Sebbene non sia ancora dimostrato l’intimo 
meccanismo di azione dell’acido orotico sulle 
attivita metaboliche alterate in carenza di By, 
é tuttavia possibile presumere che uno dei 
suoi meccanismi pit diretti sia spiegabile 
nell’ambito delle (mnzioni dei suoi derivati: 
i coenzimi pirimidinici. 

Come considerazione pit generale, da quanto 
é stato esposto in questa rassegna, si pud 
prospettare che il metabolismo dell’acido 
orotico sia influenzato dalla By», che l’acido 
orotico condizioni il metabolismo della B,» 
ed infine che i coenzimi pirimidinici inter- 
vengano, insieme alla B,., in alcune fonda- 
mentali sequenze metaboliche. 
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Queste ipotesi possono costituire un’utile 
premessa per le ulteriori conoscenze sul con- 
trollo metabolico che presiede ai meccanismi 
di biosintesi dell’acido orotico e dei nucleotidi 
pirimidinici e contribuire all’individuazione 
del meccanismo d’azione fondamentale di 
tipo coenzimatico della cianocobalamina che 
al presente risulta ancora sconosciuto. 


RIASSUNTO 


Ricerche eseguite nell’Istituto di Chimica Biologica 
dell’Universita di Bologna hanno rivelato Il’esistenza 
di relazioni nutritive tra acido orotico e vitamina By 
nella carenza dietetica del Fattore Proteico Animale 
della caseina, nel senso che entrambe le sostanze, 
la Byg in modo parziale, l’acido orotico in grado 
pi: completo, presentano un’azione protettiva sulla 
carenza stessa. Queste relazioni sono state ulterior- 
mente indagate con ricerche sul piano metabolico 
valutando l’effetto dell’acido orotico su alcune modi- 
ficazioni biochimiche che s’instaurano nel fegato di 
ratto in carenza di vitamina Byg, quali quelle a carico 
dell’attivita betain-omocistein-transmetilasica, colino- 
ossidasica, xantinossidasica, glucoso-6-fosfatasica, ci- 
tocromossidasica e del contenuto in acido pantotenico 
ed in coenzima A. I risultati ottenuti hanno dimo- 
strato che l’acido orotico, oltre ad esplicare un effetto 
di crescita nel ratto carente in vitamina Bg, ha la 
capacita di influenzare in modo analogo alla By, le 
modificazioni metaboliche indotte dalla carenza 
della vitamina stessa, mettendo cosi in luce pit 
estesi rapporti tra le due sostanze. L’acido orotico 
appare pertanto interessato ad una serie di reazioni 
metaboliche alle quali partecipa la vitamina Byp. 


RESUME 


Rapports nutritifs et métaboliques entre acide orotique et 
vitamine Byp. 


Les recherches réalisées 4 l'Institut de Chimie Bio- 
logique de Université de Bologne, ont révélé l’exis- 
tence de rapports nutritifs entre acide orotique et 
vitamine Byo dans la carence diététique en Facteurs 
Protéiques Animaux de la caséine, en ce sens que 
l'une et l’autre substance — la vitamine By partielle- 
ment et l’acide orotique d’une maniére plus compléte 
—'exercent une action protectrice sur la carence en 
question. A [aide de recherches effectuées sur le 
plan métabolique, ces rapports ont été ultérieurement 
étudiés en évaluant Pefict de acide orotique sur 
certaines modifications biochimiques qui s’installent 
dans le foie de rat carencé en vitamine By, telles que 
les modifications se vérifiant aux dépens de I’activité 
bétaine-homocystéine-transméthylasique, choline- 
-oxydasique, xanthine-oxydasique, glucose-6-phospha- 
tasique et cytochrome-oxydasique, et celles intéressant 
la teneur en acide pantothénique et en co-enzyme A. 
Les résultats obtenus ont montré non seulement 


que l’acide orotique favorise la croissance du rat 
carencé en vitamine By, mais qu’il a aussi la capacité 
d’influencer, d’une manieére analogue 4 la vitamine 
les modifications déterminées par la carence en cette 
vitamine, ce qui a prouvé l’existence de plus amples 
rapports entre les deux substances. Il est donc évident 
que Il’acide orotique intervient dans une série de 
réactions auxquelles participe la vitamine Bj». 


SUMMARY 


Nutritive and metabolic relations between orotic acid and 
vitamin Byp- 


Several investigations carried out-in the Institute of 
Biological Chemistry, University of Bologna, have 
shown the existence of nutritive relations between 
orotic acid and vitamin Byg in the diet deficiency 
of the Animal Protein Factor of casein; in fact, 
both compounds, vitamin Byo in a partial way, 
orotic acid in a more complete way, show a protective 
action against the effects of this deficiency. These 
relations have been further investigated in the meta- 
bolic field through the evaluation of the effect of 
orotic acid upon some biochemical changes wich are 
present in the liver of vitamin By -deficient rats, 
such as those of betaine-homocysteine-transmethylase, 
choline-oxydase, xantine-oxydase, glucose-6-pho- 
sphatase, cytochrome-oxydase activities and of 
pantothenic acid and coenzyme A content. The 
results which have been obtained show that orotic 
acid can not only promote the growth of vitamin By>- 
-deficient rats, but also act similarly to vitamin By» 
upon the metabolic changes induced by the same 
vitamin deficiency. These data throw some light 
on further relations between the two compounds. 
The conclusion in drawn that orotic acid appears to be 
involved in a series of metabolic reactions in which 
vitamin By, plays a role. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Emndahrungs- und metabolische Beziehungen zwischen 
Orotsdure und Vitamin Byp. 


Am Institut fiir biologische Chemie der Universitat, 
Bologna, durchgefiihrte Versuche haben das Vorhan- 
densein von Ernahrungsbeziehungen zwischen Orot- 
sdure und Vitamin By, bei Diaitmangel an fierisch- 
proteischen Faktoren des Kaseins aufgezeigt und zwar 
in dem Sinne, dass beide Stoffe, Vitamin By, teilweise, 
Orotsdure jedoch in vollkommenerem Ausmasse, 
eine Schutzwirkung bei diesen Mangelzustinden 
ausiiben. Die erwahnten Beziehungen wurden wei- 
terhin mit Bezug auf ihre metabolischen Einwir- 
kungen untersucht, indem man die Wirkung der 
Orotsaure auf einige biochemische Abianderungen 
feststellte, die sich in der Leber an Vitamin By, 
mangelnden Ratten abspielen, wie zum _ Beispie 
diejenigen der betain-homocystein-transmetilasischen, 
cholin-oxydasischen, xantin-oxydasischen, glykose- 
-6-phosphatasischen und 
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Aktivitat, sowie des Gehaltes an Pantothensdure 
und A-Koenzym. Die erhaltenen Resultate haben 
gezeigt, dass die Orotsdure, neben einer wachstums- 
f6rdernden Wirkung bei der an Vitamin By. man- 
gelnden Ratte, auch die Eigenschaft besitzt, in ana- 
loger Weise wie Vitamin By, die metabolischen 
Veranderungen zu beeinflussen, die durch den Mangel 
dieses Vitamines selbst hervorgerufen werden. Ausge- 
dehnte Beziehungen zwischen den beiden Stoffen 
werden somit klar hervorgehoben. Die Orotsdure 
scheint daher an einer Reihe metabolischer Reaktio- 
nen mitbeteiligt zu sein, an welchen auch Vitamin Bo 
Teil nimmt. 


RESUMEN 


Relaciones nutritivas y metabélicas entre dcido orético y 
vitamina Bypo. 


Investigaciones llevadas a cabo en el Instituto de 
Quimica Biolédgica de la Universidad de Bolonia, 
han revelado la existencia de relaciones nutritivas 
entre acido ordético y vitamina Byg en la carencia die- 
tética de los Factores Proteinicos Animales de la caseina, en 
el sentido de que ambas substancias — la vitamina By»> 
parcialmente y el acido orético de una manera mas 
completa — ejercen una accién protectora sobre 
dicha carencia. Se han estudiado posteriormente 
estas relaciones con investigaciones al nivel metabdlico, 
valorando el efecto del acido orético sobre algunas 
modificaciones bioquimicas que se instauran en el 
higado de rata sometida a carencia de vitamina Bo, 
como, por ejemplo, las modificaciones a cargo de la 
actividad betainohomocisteinotransmetilasica, coli- 
nooxidasica, xantinooxidasica, glucoso-6-fosfatasica, 
citocromooxidasica y del contenido en Acido panto- 
ténico y en Coenzima A. Los resultados obtenidos 
han demostrado que el Acido orético, ademas de 
favorecer el crecimiento en la rata carente de vita- 
mina By, tiene la capacidad de influir, de una manera 
analoga a la vitamina By9, en las modificaciones 
metabélicas provocadas por la carencia de dicha 
vitamina, poniendo asi en evidencia la existencia de 
mas amplias relaciones entre las dos substancias. Es 
evidente, por lo tanto, que el Acido orético inter- 
viene en una serie de reacciones metabdlicas en las 
que participa la vitamina By. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. L: Villa) 


Acido orotico: aspetti fisiopatologici sperimentali e clinici 


N. DIOGUARDI - G, C, SECCHI 


E compito di questa Relazione illustrare 
quali siano a tutt’oggi le possibilita di utiliz- 
zare l’acido orotico in campo di patologia 
umana. L’intendimento di sperimentare in 
senso terapeutico questo composto ci sembra 
appieno giustificato da validi presupposti 
sia dottrinari che sperimentali, dei quali, in 
quanto gid assai conosciuti, faremo solo un 
brevissimo cenno. 

E ben noto, infatti, come ricerche della 
Scuola di Moruzzi abbiano da tempo per- 
messo di attribuire all’acido orotico R carat- 
teristiche biologiche di un Fattore Proteico 
Animale. Inoltre i problemi inerenti la sintesi 
organica dell’acido orotico ed il successivo 
destino metabolico di esso nei riguardi della 
biogenesi nucleotidica sono stati chiariti negli 
ultimi anni, ad opera soprattutto di Autori an- 
glosassoni (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). 

Possiamo pertanto affermare oggi che |’acido 
orotico é un composto a catena ciclica la cui 
molecola pud venire direttamente utilizzata 
nella biosintesi delle pirimidine, essendo in- 
corporata come tale nelle molecole degli acidi 

Si ritiene che cid avvenga mediante [’atti- 
vazione dell’acido orotico stesso ad orotidina- 
-5-fosfato, da parte di un P~ della molecola 
di un 5$-fosforibosilpirofosfato (PRPP). Tale 
molecola si sintetizza a sua volta attraverso 
la degradazione di una molecola di ATP. La 
liberazione di questi legami fosforici alta- 
mente energetici costituisce probabilmente la 
sorgente capace di fornire l’energia necessaria 
per le sintesi successive. 

Ricerche di Reichard (11), condotte su fe- 
gato di ratto, hanno consentito di dimostrare 
che il complesso di reazioni che conduce alla 
sintesi dell'acido orotico si svolge in sede 


mitocondriale. La successiva sequenza di rea- 
zioni, grazie alla quale si giunge all’orotidina 
ed all’uridina, avviene invece nel liquido cel- 
lulare (Hurlbert e Reichard, 12; fig. 1). 

Questo complesso di nozioni ed i rapporti 
noti sino dalle ricerche di Caspersson (13) ¢ 
di Brachet (14) fra acidi nucleici e sintesi 
proteica ci sono sembrati una base teorica 
sufficiente a giustificare una ricerca intesa a 
tilevare se l’acido orotico esercita qualche 
attivita a livello delle proteine enzimatiche 
del mitocondrio di fegato. 

Nel corso di ricerche precedenti (15, 16) 
avevamo gid potuto evidenziare che il patri- 
monio azotato globale e alcune importanti 
attivita enzimatiche del singolo mitocondrio 
di fegato, se adeguatamente sollecitate, hanno 
possibilita di subire variazioni quantitative 
anche assai ampie: le diete squilibrate, infatti, 
si sono dimostrate fattori capaci di indurre 
nell’ambito del mitocondrio dell’epatocita 
variazioni cospicue del contenuto di N, sia 
considerato nel suo totale che nelle sue 
frazioni enzimaticamente attive ed inerti. 

Infatti abbiamo potuto evidenziare come in 
una condizione sperimentale di digiuno assoluto 
si realizzi un cospicuo depauperamento del 
patrimonio azotato mitocondriale. Lo studio 
comparativo di 4 attivita enzimatiche (citocro- 
mo-ossidasi, succinico-ossidasi, beta-idrossibutir- 
rico-ossidasi, ATP-asi) ha permesso di stabilire 
che esse subiscono, in tale condizione, un calo 
consensuale a quello dell’azoto; cid permette 
di dedurre che in questa situazione sperimen- 
tale si verifica una perdita di azoto mitocon- 
driale enzimaticamente atiivo (16). 

Nel caso invece di animali tenuti ad una 
dieta ipoproteica, abbiamo dimostrato, ac- 
canto ad una sicura diminuzione del conte- 
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nuto di azoto del singolo mitocondrio, una 
conservazione delle attivita enzimatiche stu- 
diate certamente maggiore che non nella con- 
dizione precedente. 

Cid indica che in questa seconda situazione 
sperimentale Ja perdita si verifica in modo 
prevalente a carico dell’azoto enzimatica- 
mente inerte del mitocondrio. 
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Questi dati suggeriscono di concludere che 
non é possibile porre l’equazione 


azoto inattivo 
azoto attivo 


azoto labile 
azoto stabile 


in quanto, nel caso del digiuno protratto e, 
seppure in maniera meno cospicua, anche nel 
caso della dieta ipoproteica, si evidenzia una 
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perdita anche di N enzimaticamente attivo; 
comungue la quota di N inerte si dimostra 
senza dubbio pit facilmente labile dell’altra 
quota. 

Queste due entita non sembrano peid net- 
tamente distinte fra loro, almeno in senso 
funzionale; infatti in determinate condizioni 
sperimentali (dieta iperproteica), esiste la 
possibilita di una attivazione enzimatica della 
quota che in condizioni normali si era dimo- 
strata essere inattiva in questo senso. 

I dati relativi a questo complesso di ricerche 
sono riassunti, nella loro espressione numerica, 
nella tabella sotto riportata. Di essi é data 
una rappresentazione grafica nella figura 2 


Le descritte modificazioni del contenuto azo- 
tato, enzimaticamente attivo ed inerte, nel- 
l’ambito del mitocondrio, potrebbero essere 
schematicamente rappresentate come nella fi- 
gura 3 (A, B, C, D). 

Tali acquisizioni preliminari ci hanno sug- 
gerito un modello sperimentale che pud ri- 
velarsi veramente utile onde stabilire se l’acido 
orotico abbia attitudine ad interferire nel me- 
tabolismo azotato. La sperimentazione a tal fine 
é stata condotta somministrando |’acido orotico 
nel corso di una dieta ipoproteica. E noto infatti 
come una simile dieta, apportando in larga 
misura substrati ossidabili di natura glicidica, 
non fornisca contemporaneamente un ade- 


TABELLA I 
Citocromossidasi Succinicossidasi 3 idrossibutirrasi ATP-~asi 
Dieta 41.0>/h/mit. 11.0,/h/mit. 11.0>/h mit. um. P/h/mit. 

X 10-% X 10-8 X 10-8 X 10-8 
3,10 2,§0 2,69 0,60 
ere 3,11 10,20 2,45 2,58 0,60 
0,92 2,87 0,80 1,16 0,30 
Idem + ¢-tocoferolo ...... 1,74 4,62 1,38 1,08 0,39 
Idem+K orotato ......... 1,28 4.40 0,70 0.80 >, 38 

Idem + K orotato + a-toco- 

2,14 §,20 1,20 1,10 0,44 


VALUTAZIONE 


N, Iperpr.: P 0,05 


\ 
N/mit mg X ro-!! ........ N, Ipopr.: P 0,05 
J N, D: P 0,001 
N, Iperpr.: P_ < 0,001 
Cisocromonsidas ul.o,/h/mit. > P > 
N, D: P 0,001 
\ N, Iperpr.: P 0,05 
Succinicossidasi «1.0, /h/ mit. > 
N, Ipopr.: 0,05 > F 0,02 
N, D: P 0,001 
N, Iperpr.: P > 0,05 
h/mit. \ N, Ipopr.: P 0,001 
N,D: P 0,001 
\ N, Iperpr.: P > 0,05 
ATP-asi «m. P/h/mit. X 10-8 N, Ipopr.: P 0,001 
ND: P 0,001 


STATISTICA 


Ipopr., id. + E:P 0,05 
Azoto mg X I0-!! re Ipopr., id. + O:P 0,05 


Ipopr.+ O,id.+ E:P < 0,05 
\ Ipopr., id. + v. E:P > 0,05 
Citocromossidasi «1.0>/h/mit. : 

X 10-8 Tpopr., id. + O:P 0,05 


Ipopr.+O, id.+ E:P > 0,05 


it Ipopr., id. + E:P > 0,05 
shor Ipopr., id. + O:P < 0,05 


Ipopr.+ O, id. + E:P < 0,05 
Ipopr., id. + E:P > 0,05 
Ipopr., id. + O:P = 0,05 
Ipopr+ O, id. + E:P < 0,05 


p-idrossibutirrasi. /h/mit \ 
X 10-8 . 


Ipopr. id. + E:P > 0,05 
ATP-asi um. P/h/mit. X 1o-% Ipopr. id. + O:P 


0,05 


Ipopr.+ O, id. + E:P < 0,05 
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guato apporto di proteine, onde sostituire quei 
protidi che nell’ambito dei parenchimi vanno 
mano mano consumandosi. 

La somministrazione di acido orotico in 
tale condizione sperimentale ha provocato una 
ulteriore diminuzione, modesta ma certa, 
del contenuto di N e delle attivita enzimatiche 
del mitocondrio stesso. Questo dato speri- 
mentale pud trovare, a nostro parere, una 
adeguata interpretazione nell’ipotesi che l’acido 
orotico intervenga ad accelerare il turnover 


citocromoossidosi succinico ossidosi 
p-iarossi butirrasi ol’ ATP ost azoto 


| 1: normale - 2: iperproteico - 3: ipoproteica 4: digiuno 


Fig. 2 - Rappresentazione schematica delle attivita enzimatiche 
e dell’azoto di un mitocondrio in diverse situazioni. 


degli acidi nucleici. Tale sostanza verrebbe, 
in altre parole, a rompere l’equilibrio « d’eco- 
nomia» (17, 18), opportunamente instauratosi 
in questa particolare condizione metabolica, 
fra il turnover degli acidi nucleici e dell’RNA 
in particolare e quello delle proteine. L’ap- 
porto di elevate quantita di acido orotico, 
noto precursore di gruppi pirimidinici, for- 
nirebbe infatti un abbondante substrato, 
utilizzabile per un pit veloce ricambio 
dell/RNA, ferma restando I’insufficienza dei 
substrati proteici necessari per un ade- 
guato acceleramento anche del turnover pro- 
teico. 
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Da tale squilibrio metabolico deriverebbe il 
depauperamento del patrimonio azotato del 
mitocondrio. 

Ci é parso possibile cercare un’indiretta 
conferma a questa ipotesi impiegando un 
farmaco come l’alfa-tocoferolo, capace di 
diminuire le ossidazioni organiche (19, 27) 
— la nostra ricerca é stata condotta infatti su 
fermenti ossidativi — e di frenare i processi 
proteolitici (28, 29, 30). Infatti nella pre- 
detta situazione sperimentale di accelerato 
turnover dell/RNA e delle proteine, un far- 
maco avente attitudine a svolgere un’azione 
di risparmio sul catabolismo proteico, restando 
invariato l’incremento della componente ana- 
bolica legato all’accelerato turnover, avrebbe 
dovuto indurre un accumulo di proteine nel- 
l’ambito del mitocondrio. Apputo a questo 
scopo abbiamo somministrato ad un gruppo 
di animali alimentati a dieta ipoproteica un 
supplemento di alfa-tocoferolo e ad un se- 
condo gruppo un supplemento di acido oro- 
tico ed al 

Mentre nella prima di queste due condizioni 
sperimentali (dieta ipoproteica +- vitamina E) 
non abbiamo osservato alcuna modificazione 
significativa delle variabili da noi studiate, 
rispetto ai valori ottenuti nella condizione di 
dieta ipoproteica semplice, nel secondo caso 
(dieta ipoproteica +- acido orotico +- vita- 
mina E) abbiamo potuto riscontrare un au- 
mento sia del patrimonio azotato che del 
corredo enzimatico del mitocondrio. 

Sulla base delle predette considerazioni, 

uesti risultati ci sembrano dimostrare che 
l'acido orotico pud realmente determinare, in 
opportune sperimentali, un’eccita- 
zione contemporanea del turnover dell’RNA 
e di quello proteico. 

In questo senso la teoria della cosintesi RNA- 
-proteine potrebbe trovare un’ulteriore con- 
ferma. 

I dati relativi a questo complesso di ricerche 
sono anch’essi riassunti nella tabella a pagina 
precedente. Di essi é¢ data una rappresenta- 
zione grafica nella figura 4. 

Le proprieta biologiche fino ad oggi rico- 
nosciute all’acido orotico rendono facilmente 
ragione dell’impiego di questo composto in 
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alcune particolari condizioni di patologia 
umana. 

Le caratteristiche di FPA evidenziate dagli 
studi di Moruzzi e Coll. (31, 32, 33, 34) hanno 
suggerito, in primo luogo, l’opportunita del 
suo impiego nel trattamento degli immaturi. 
In questo senso l’acido orotico é stato speri- 
mentato da Dolcetta e Massimo (35) con ri- 
sultati assai lusinghieri. 

A questo proposito ci sembra opportuno 
ricordare che, gia da tempo, Schwietzer (36) 
ha evidenziato l’esistenza di stretti rapporti 
fra acido orotico e metabolismo de] galattosio. 
L’acido orotico interverrebbe infatti, forse in 
qualita di coenzima, nella sintesi di enzimi che 
garantiscono nell’animale neonato la trasfor- 
mazione del galattosio in glucosio (betaga- 
lattosio-ossidasi e galattosio-isomerasi) ¢ per- 
tanto sono state riconosciute all’acido orotico 
caratteristiche di Fattore Carboidratico Animale 
e pili precisamente di Fatiore Galattosico Ani- 
male. 

Osservazioni analoghe sono state compiute 
anche da Schultze (37). : 

La capacita di migliorare il valore nutritivo, 
per esempio delle proteine vegetali, dimostrata 
da numerose ricerche della Scuola di Moruzzi 
e da Ginoulhiac e Ferrari (38) ci ha indotti ad 
usarlo, tempo fa, in un caso di «sindrome 
carenziale complessa edemigena del soggetto 
gastroresecato», da noi descritto (34° caso 
della letteratura mondiale, 39). 

In questa occasione abbiamo potuto osser- 
vare un miglioramento dell’utilizzazione degli 
aminoacidi somministrati, dimostratisi in pre- 
cedenza invece inefficaci a correggere il quadro 
discrasico proteico, in accordo con quanto 
risulta dalla letteratura. Anche questa nostra 
osservazione clinica sembra confermare le 
prerogative gia attribuite all’acido orotico. 

La posizione metabolica dell’acido orotico 
quale precursore di gruppi pirimidinici e la 
sua probabile influenza anche sul metabolismo 
delle purine (Viviani, Marchetti, Rabbi, 40) 
ponendo questo composto sulla via della sin- 
tesi del DNA, giustificano i risultati ottenuti 
da alcuni ricercatori mediante l’impiego di 
esso in casi di anemie megaloblastiche resistenti 
alle consuete terapie (Brewer, 41, 42; Bussi, 43). 


E utile ricordare a tale proposito che questi 
ultimi dati trovano un riferimento di ordine 
sperimentale in precedenti osservazioni di 
Makino (44). 

noto infine che ad opera di Hochberg 
e Rosdahl (45) sono state riscontrate modi- 
ficazioni dell’aspetto istologico delle cellule 
nervose delle corna anteriori del midollo 
spinale del ratto in seguito alla somministra- 
zione di dosi elevate di acido orotico. 

Le alterazioni descritte consistono in modi- 
ficazioni delle proprieta tintoriali delle cellule 
stesse dell’aspetto della sostanza tigroide, 
caratterizzate 5 una distribuzione diversa, 

iii O meno aggregata, delle particelle granu- 
citoplasmatiche. 

L’incorporazione nel sistema nervoso cen- 
trale dell'acido orotico somministrato per via 
orale sottocutanea é@ stata dimostrata, 
usando acido orotico N,;, dagli stessi Hoch- 
berg e Rosdahl, ¢, assai di recente, anche da 
Koenig (46). Quest’ultimo Autore ha eviden- 
ziato infatti che l’acido orotico-6-C,,4, iniettato 
per via intratecale nel gatto, viene rapidamente 
incorporato dalle molecole di RNA del si- 
stema nervoso centrale. 

Le osservazioni sperimentali circa l’inter- 
vento dell’acido orotico nel metabolismo delle 
cellule nervose suggeriscono anche |’opportu- 
nita di un suo eventuale impiego in adatte 
situazioni patologiche nel campo della neu- 
rologia. 

Poiché, come si é detto, le nostre ricerche 
sperimentali avevano evidenziato la _possibi- 
lita di incrementare, mediante |’impiego del- 
l’acido orotico, il turnover degli acidi nucleici 
€ conseguentemente anche quello delle pro- 
teine, ci siamo prospettati lutilita di indurre 
una situazione Lager see di questo tipo nel 
caso di soggetti affetti da epatopatie croniche. 
Un tentativo di reintegrare attraverso questa 
via il patrimonio di RNA dell’epatocita e di 
restaurare in tal modo le sintesi proteiche 
depresse ci sembra del tutto giustificato, 
essendo nota la diminuzione dell’/RNA cel- 
lulare in condizioni patologiche sperimentali 
e cliniche (Villa, 47) ¢ la conseguente dimi- 
nuzione delle sintesi proteiche (teoria della 
cosintesi). 
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RAPPRESENTAZIONE SCHEMATICA DI UNA FRAZIONE Di MITOCONDRIO 


£) molecola proteica attiva 
@ molecola proteica inattiva 


CRYSTA 


membrana interna membrana_esterna 


DIETA EQUILIBRATA 


CRYSTA 


membrana interna membrana esterna 


DIETA IPERPROTEICA 


Fig. 3 A), B). 
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RAPPRESENTAZIONE SCHEMATICA DI UNA FRAZIONE Di MITOCONDRIO 


molecola proteica attiva 
@ molecola proteica inattiva 


residuo di oy residuo di 


mempbrana_interna G membrana_esterna 


DIETA IPOPROTEICA 

CRYSTA 
residuo di & residuo di 
membrana interna GS membrana_esterna 


D DIGIUNO ~PROTRATTO 


Fig. 3 C), D). 
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Una limitazione a tali presupposti teorici 
potrebbe venire dal dato sperimentale che 
dimostra, accanto ad una eccitazione del 
turnover degli acidi nucleici e conseguente- 
mente delle proteine, una diminuzione del 
contenuto di N e del corredo enzimatico 
del mitocondrio epatico nel ratto alimentato 
con dieta ipoproteica e trattato con acido 
orotico. Questa limitazione, pero, solo 
apparente: la precedente osservazione spe- 
rimentale infatti condizionata dall’insuff- 
ciente apporto dietario di substrati utilizza- 
bili per le sintesi proteiche, proprio in una 
situazione di aumentata richiesta. In campo di 
patologia umana un difetto di apporto di 
materiali utili in questo senso é assai facilmente 
ovviabile mediante la somministrazione gene- 
rosa, eventualmente anche per via parenterale, 


di aminoacidi. Ci sembra giustificato ritenere 
che un aumento del turnover degli acidi nu- 
cleici e delle proteine cellulari in presenza di 
una larga disponibilita di aminoacidi utilizzabili 
in senso plastico, debba indurre un arricchi- 
mento del contenuto in acidi nucleici dei micro- 
somi e dei liquidi cellulari, un conseguente 
arricchimento del patrimonio azotato e del 
corredo enzimatico dei mitocondri e quindi 
un miglioramento del trofismo dell’epatocita. 

Sulla base di queste premesse d’ordine con- 
cettuale, essendoci note anche le sperimenta- 
zioni in campo clinico di Schwietzer (48, 49) 
e di Allodi (50), abbiamo studiato in questi 
ultimi due anni una casistica costituita da 
circa 40 soggetti affetti da epatopatie croniche 
presentanti un quadro defcitavio del _patri- 


monio proteico serico. Questa infatti ci é 


in 


azoto 


: dieta ipoprotidica 


: dieta ipoprotidica + tocoferolo 


citocromoossidasi Vs 
/3-idrossibutirrasi 2 
succinicoossidasi 3 
ATP asi 4 


: dieta ipoprotidico +K orotato 


dieta equilibrata normale 


: dieta ipoprotidica + K orotato + & tocoferolo 


Fig. 4 - RAPPRESENTAZIONE SCHEMATICA DELLE ATTIVITA ENZIMATICHE E DELL’AZOTO 
DI UN MITOCONDRIO IN DIVERSE SITUAZIONI. 
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sembrata la condizione clinica pitt adatta a 
dimostrare l’eventuale capacita dell’acido oro- 
tico ad interferire positivamente sulle sintesi 
proteiche. Il complesso dei pazienti conside- 
rati ¢ stato suddiviso in due gruppi di casi: 

il primo gruppo é costituito da ammalati 
in fase di compenso della malattia cirrotica 
(22 casi); 

il secondo gruppo é costituito da amma- 
lati in fase di scompenso della forma morbosa 
€ presentanti stato ascitogeno (13 casi). 


L’acido orotico é stato somministrato per 
os, sotto forma del suo sale potassico, alla 
dose di g 3 pro die, per un periodo di tempo 
variabile da 40 a 250 giorni. (*) 

Sulla base del nostro dato sperimentale 
precedentemente riferito, abbiamo sommini- 
strato ad alcuni pazienti anche vitamina E 
per os, alla dose di 400 mg pro die. Questi 
soggetti perd non hanno mostrato un anda- 
mento significativamente diverso rispetto al 
gruppo di pazienti trattati con solo orotato 
di K. Non é stata praticata alcun’altra tera- 
pia, ove si escluda la somministrazione di 
vitamine del complesso B e di aminoacidi. 

Sono state studiate e seguite nel tempo le 
seguenti costanti ematochimiche, comune- 
mente considerate come prove di funziona- 
lita del fegato: 

— curva elettroforetica delle proteine seriche; 

— attivita protrombinica; 

— tasso ematico del colesterolo 
esterificato; 

— attivita colinesterasica serica. 


totale ed 


E stata anche sistematicamente controllata 
la diuresi dei pazienti ed in qualche caso sono 
state seguite le variazioni del contenuto pla- 
smatico e dell’eliminazione urinaria dell’Na* 
e del K+. 

L’esame del complesso dei nostri dati, ri- 
feriti per esteso nelle tabelle II, Il, IV, V 
permette di concludere che il trattamento con 
orotato di potassio ha provocato favorevoli 
modificazioni di quelle costanti ematochi- 
miche che maggiormente sono collegate al 
metabolismo proteico dell’epatocita. 


(*) Abbiamo usato il Dioron Lepetit. 


Il miglioramento funzionale non é stato, 
specie in alcuni casi, di entita tale da provocare 
una sostanziale modificazione del processo 
morboso in atto, cosa che d’altronde era lecito 
prevedere. Tuttavia i risultati ottenuti, in 
quanto espressione di un aumento delle sin- 
tesi proteiche e di una modificazione positiva 
del metabolismo proteico, rappresentano un 
dato di notevole interesse. Infatti crediamo 
giustificato ritenere tali risultati la prova in- 
diretta che il trattamefto con orotato di po- 
tassio é capace di riprodurre, in campo clinico, 
quell’attivita sul metabolismo proteico che 
aveva rivelato in campo sperimentale. Per- 
tanto sembra lecito attribuire all’acido orotico 
un’azione eutrofica nei riguardi dell’epatocita. 
Questa azione eutrofica potrebbe verosimil- 
mente esplicarsi in virtt di un arricchimento 
del patrimonio azotato enzimaticamente at- 
tivo nell’ambito del mitocondrio epatico. 
Una riprova di quanto sopra é anche costi- 
tuita dalla constatazione di un abbassamento 
della chetonemia in un gruppo di epatopatie 
gravemente scompensate trattate con acido 
orotico (51). 

Tale azione sulla chetonemia pud essere 
considerata una dimostrazione indiretta della 
favorevole influenza dell’acido orotico nei 
riguardi della funzionalita dei mitocondri, 
sede dei processi enzimatici responsabili del 
metabolismo dell’acido piruvico e dell’acido 
alfa-chetoglutarico. 

Gli epatopatici gravemente scompensati 
hanno risentito in modo scarso o nullo del 
trattamento intrapreso. Questo fatto non ci 
sorprende, in quanto costituisce un’ulteriore 
conferma dell’affermazione di Villa circa 
limportanza della conservazione di una suf- 
ficiente base anatomica e funzionale sulla 
quale possano influire i presidi terapeutici. 

Il complesso delle nostre ricerche cliniche 
ha trovato assai di recente una conferma nei 
dati comunicatici da Dotti e Bonetti (52). 

Il comportamento della diuresi nei pazienti 
trattati con orotato di K merita un cenno 
particolare. Un controllo sistematico della 
diuresi ha permesso di rilevare, in un elevato 
numero di casi, un favorevole incremento 
dell’eliminazione idrica. L’incremento della 
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Cc 


asistica 


Anni 


TABEI 
Comportamento delle proteine seriche 


Albumine 
prima dopo prima, dopo 
in citeorici 
7,40 6,70 3,36 2,30 0,22 
6,00 6,90 2,35 3,32 0,25 
7:50 7,80 3,37 4:55 0,38 
7,50 7,80 2,69 4,28 | 0,28 
7:79 7:90 2,97 3:59 0,31 
6,90 7,70 2,36 3,74 0,56 
6,40 6,80 2,18 2,70 0,40 
7,20 7,20 2,90 3,37 0,30 
8,10 7,60 | 3,56 3,85 0,39 
7:90 7,70 2,85 | 3,30 0,40 
6,90 6,90 2,40 2,98 0,25 
7:30 7,20 2,90 3,06 0,40 
7:70 7,60 3,67 | 4,00 0,29 
6,70 6,90 | 2,94 | 3,77 0,28 
7,10 7,80 2,62 | 3,05 0,16 
8,40 8,60 3,29 | 3,98 0,27 
6,80 7,20 | 3,00 | 3,45 0,30 
7,00 7,30 , 2,80 3,40 | 0,40 
6,30 6,32 | 2,44 | 2,53 0,52 
6,58 6,60 2,53 2,68 0,51 
6,10 6,80 2,20 | 2,83 | 0,46 
6,76 6,78 3,57 2,50 0,36 
in cirrotici 

8,40 8,55 | 2,32 | 2,6§ | 0,20 
6,50 6,45 2,17 2,01 | 0,23 
5,60 5,86 1,66 1,70 | 0,16 
7,80 7,90 2,59 2,55 | 0,30 
7,00 7,1§ , 2,1§ | 2,30 | 0,55 
8,00 7,30 | 2,40 2,83 | 0,27 
7,10 | 7,10 | 2,50 2,48 | 0,22 
6,80 6,88 1,89 1,95 | 0,20 
7,40 7,40 1,78 1,83 | 0,§2 
7,10 6,50 | 2,68 1,82 | 0,24 
6,90 7,00 2,32 | 2,30 | 0,22 
§,90 5,80 2,00 | 1,74 | 0,30 
6,80 6,50 2,01 2;62 | 0,40 


prima, dopo 


LA Il 


Globuline 


com 
0,56 
0,24 0,72 
0,30 0,73 
0,16 0,65 
0,21 0,86 
0,66 0,90 
0,45 0,50 
0,33 | 0,70 
0,31 | 0,60 
0,20 0,65 
0,20 0,83 
0,36 0,90 
0,19 0,96 
0,30 0,68 
0,20 0,90 
0,92 0,64 
0,29 | 0,45 
0,37 | 0,38 
0,58 | 0,80 
0,50 | 0,93 
0,36 | 0,70 
0,40 0,68 


scompen 


0,18 | 0,37 
0,25 0,35 
0,17 | 0,54 
0,35 | 1,03 
| 0,60 
0,29 | 0,64 
0,23 | 0,71 
0,18 | 0,30 | 
0,§0 | 1,10 
0,16 | 0,88 
0,24 | 0,56 
0,28 | 0,70 
0,50 | 0,86 


prima dopo 


pensati 


0,§2 
0,81 
0,§2 
0,34 
0,60 
0,70 
0,30 
0,50 
0,30 
0,50 
0,§2 
0,96 
0,56 
0,40 
0,80 
0,66 
0,44 
0,39 
0,80 
0,92 
0,65 


0,70 


sati 


0,30 
0,34 
0,56 
1,13 
0,63 
0,4! 
0,72 
0,29 
1,08 
0,90 
0,56 
0,76 


0,27 


prima) dopo 


prima dopo 
1,26 2,28 2,47 
1,06 1,98 1,47 
0,73 2,03 1,70 
1,01 2,66 2,01 
1,07 2,53 2,43 
1,00 1,90 1,60 
1,0§ 2,22 | 2,30 
1,00 2,30 2,00 
0,54 2,80 2,50 
0,90 3,10 2,84 
0,80 2,73 2,40 
1,00 1,95 1,90 
1,20 1,93 1,65 
0,78 41,80 1,65 
0,95 2,40 2,30 
1,04 | 2,96 2,70 
0,68 2,20 | 2,44 
1,25 2,22 | 1,90 
0,97 1,62 1,44 
1,20 1,83 | 1,30 
0,80 1,85 2,16 
1,00 | 1,23 2,18 
1,00 | 4,48 | 4,45 | 
0,76 | 3,04 | 3,14 
1,36 | 1,76 1,80 
1,59 | 2,29 | 2,48 
0,82 | 2,90 | 2,90 
0,88 | 3,73 2,99 
0,89 | 2,22 | 2,22 
0,76 | 3,01 | 3,02 | 
0,86 | 2,15 | 3,15 
0,73 | 2,70 | 2,89 
1,10 | 2,70 | 2,72 
1,00 1,98 2,02 
0,90 2,54 2,60 


A/G 
dopo 
0,84 0,53 
0,64 0,93 
0,80 0,78 
0,§6 1,20 
0,63 0,83 
0,52 0,94 
0,§2 0,70 
0,64 0,88 
0,79 1,00 
0,57 9,75 
0,53 0,76 
0,66 0,74 
0,91 | 1,10 
0,78 1,20 
0,58 | 0,72 
0,63 
0,84 | 0,71 
0,67 
0,64 0,66 
0,55 0,69 
0,57 ~0,68 
0,6 
0,38 | 0,45 
0,50 0,49 
0,42 | 0,43 
0,56 | 0,55 
0,45 9,49 
0,24 | 0,58 
0,50 | 0,50 
0,44 0,45 
0,32 0,33 
0,61 0,39 
0,§0 
0,56 0,44 
0,42 0,33 


Co 


wen 


oO 


It 


N. 
I m. 60 0,98 
2 48 0,79 
3 0,99 } 
4 54 1,22 
5 66 1,03 
6 M.O. 60 1,16 
7 GA. i. f. 68 1,10 
8 55 1,20 
9 Ris Wie 53 0,75 | = 
10 48 0,90 
II 0,65 I2 
I2 49 1,15 13 
13 56 1,20 14 
14 67 1,00 15 
15 64 1,02 
18 48 1,20 
70 1,20 2! 
21 0,89 2: 
22 R. P. 72 «(0,92 | 
| 
I 63 I ,03 
2 $7 0,71 
5 43 0,80 
6 49 0,92 
7 64 0,89 
8 errr 70 0,80 
: 9 S.G. 59 0,85 
12 m. 48 1,01 
13 59 (0,99 
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TABELLA Ill TABELLA IV 
Comportamento dell’esterificazione del colesterolo Comportamento dell’attivita colinesterasica 
Colesterolo totale Attivita colinesterasica 
ed esterificato 
| | N. Casistica Anni |— N. Casistica Anni 
prima dopo prima dopo 
in cirrotici compensati in cirrotici compensati 
m. 60 180 — 80 160 — 80 m. 60 1,40 1,40 
3 GG Sf. 48 150 — §0 160 — 80 f. 48 1,40 1.45 
3 m. SI 170 §0 240 — 130 ” 1,20 1,40 
8 Ride m. 54 130 — 50 180 — 90 & 54 1,00 1,10 
*) m. 66 230 — 80 280 — 140 m. 66 1,40 1,55 
3 §0 130 — 40 140 — §§ @) GRA m 50 1,60 1,60 
4 f. 68 100 — 30 130 — 30 f 68 1,00 1,00 
| f $§ 150 — 85 185 — 100 8 F.E f $§ 1,10 1,50 
| m $3 160 = 80 170 — 95 9 A.V m $3 1,60 1,75 
0 | 10 Q.N m 59 180 — 60 150 — 50 10 Q.N m $9 1,§0 1,50 
5 m 150 — 50 150 — 65 m 70 1,20 1,20 
6 SE) ere f 49 180 — 90 180 — 85 12 LP f 49 « 140 1,90 
4 13 | S.N.. ..... m 56 110 — 30 120 35 m 56 2,00 1,90 
ALM. . 67 185 — 70 170 — 60 f 67 1,80 1,80 
m 64 — §0 170 — is P.U m 64 1,60 1,75 
4 m $3 220 — 60 210 — 8§ m $3 1,40 1,60 
I 18 GW m 48 180 — 50 185 — II0 8m GW m 48 1,80 1,90 
7 64 140 180 — I10 19 P.B f 64 1,30 1,70 
6 | | f. 70 245 — 100 250 — 110 f 70 1,20 
9 | AL, m 56 go— 40 160 — 90 m 56 1,20 1,70 
8 | 72 310 — 100 260 — 140 R.P f 72 1,10 1,10 
| 
| in cirrotici scompensati in cirrotici scompensati 
Oe m. 63 128 — 40 140 — 65 m. 63 1,00 1,10 
m. 57 105 — 30 100 — 40 m. 57 0,90 0,90 
m. 62 100 — 2§ 140 — 40 m. 62 1,00 1,20 
63 250 — 60 200 — 8§ m. 63 1,35 1,40 
5 m. 43 200 — 65 180 — 75 m. 43 1,30 1,25 
| 6\G.C m 49 100 — §§ 150 — 80 m 49 1,20 1,20 
m 44 195 — 60 200 — 85 m 44 1,40 1,65 
70 120 — 35 145 — 40 Wa f 70 1,00 1,10 
5 m 59 120 — 35 150 — 60 m 59 1,00 0,90 
3 Rb 3 Serr m 65 100 — 40 100 — §§ 10 | F.E m 65 0,90 1,00 
9 11 | G.I f. 47 160 — 80 140 — §0 1r | G.I f 47 1,20 1,30 
m 48 90 — 20 100 — 20 m 48 0,90 0,90 
m | §9 130 — 40 180 — §§ 59 1,20 1,00 
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TABELLA V 


Comportamento dell’attivita protrombinica 


Anni 


63 


prima 


% di attivita 


in cirrotici Compensati 


80 | 100 


in cirrotici scompensati 


25 
40 
50 


60 


dopo 


diuresi non si ¢ manifestato pero in maniera 
costante in tutti i pazienti sottoposti al tratta- 
mento. Abbiamo anzi-osservato che l’effetto 
dell’orotato di potassio in questo senso é 
stato piuttosto variabile; infatti, mentre in 
numerosi pazienti il trattamento ha deter- 
minato un aumento della diuresi assai co- 
spicuo e prolungato nel tempo, in altri non 
ha avuto alcun apprezzabile effetto in questo 
senso. 

L’effetto favorevole sull’eliminazione idrica 
non sembra essere condizionato in maniera 
evidente dal tipo e dalla gravita della forma 
morbosa all’inizio del trattamento, né se non in 
misura forse trascurabile, dalla presenza o meno 
di ascite. In quei casi, in cui ¢ stato studiato 
il comportamento dell’equilibrio plasmatico 
degli ioni sodio e potassio, non abbiamo 
riscontrato variazioni tali da permetterci una 
qualsiasi deduzione a questo proposito. 

Riteniamo necessarie ulteriori ricerche di- 
rette a chiarire questi fenomeni. 


RIASSUNTO 


Gli AA. dimostrano che l’orotato di K rivela, in 
campo sperimentale, una precisa attitudine a inter- 
venire nel metabolismo proteico, particolarmente 
evidente quando lo si impieghi come supplemento 
ad una dieta fortemente milla in senso ipoproteico; 
in questo caso la somministrazione di orotato di K 
é capace di indurre un sensibile arricchimento del 
patrimonio azotato mitocondriale ed un corrispon- 
dente incremento di alcune importanti attivita enzi- 
matiche del mitocondrio epatico. Questi dati hanno 
prospettato l’opportunita di sperimentare l’impiego 
clinico dell’orotato di K nella terapia delle epatopa- 
tie croniche, in quanto affezioni morbose comportanti 
un quadro deficitario del patrimonio proteico. Il 
trattamento terapeutico in questione ha provocato, 
in 22 pazienti athett da cirrosi epatica di Morgagni- 
Laennec, favorevoli modificazioni di quelle costanti 
ematochimiche che sono maggiormente collegate al 
metabolismo proteico dell’epatocita. I risultati ottenuti 
sono indice di un aumento delle sintesi proteiche e 
dimostrano che l’orotato di K é capace di riprodurre 
in campo clinico quell’azione sul metabolismo pro- 
teico che aveva rivelato in campo sperimentale. 


RESUME 


Acide orotique: aspects physiopathologiques expérimen- 
taux et cliniques. 


Les auteurs démontrent que, sur le plan expéri- 
mental, l’orotate de K fait preuve d’une apti- 
tude particuli¢re 4 intervenir dans le métabolisme 
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2!G.G. 48 60 7o 
315.5 m. 50 go 
4 R.A. m. 54 50 80 
m. 66 120 
6 | M.O. m. 50 40 60 
G.A. 68 25 50 
8 | F.E, $5 50 90 
9| A.V. m. 53 80 95 
10, Q.N. 59 50 7o 
C.L. 70 70 70 
LB 49 80 80 
13 | S.N m 56 100 100 
14 A.N. a 67 80 95 ee 
15 | P.U. 64 go 
16 | P.A. m. 47 40 80 
7 | A.F. m. $3 30 60 
1 G.W. m. 48 7o 
19 | P.B. f. 64 45 go 
20 N.G. f. 7O 40 85 of K 
diseas 
Aw! m. 56 50 100 
a2: R.P. f. 72 60 60 
m. 57 38 
3 |S. N. m. 62 45 
4 +:2.G. m, 63 70 
5 | 43 65 
6 m. 49 60 50 
7 M. m. 44 35 45 
& Vv. 70 55 70 
9 IG — 59 60 80 
10 E. m. 65 70 70 
12 A. m. 48 45 35 
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protéique, surtout lorsqu’il est utilis¢ comme sup- 
lément d’un régime fortement déséquilibré dans 
e sens hypoprotéique; en pareil cas l’administration 
d’orotate de K est capable de déterminer un enri- 
chissement notable du contenu azoté mitochon- 
drial, allant de pair avec l’augmentation de certaines 
activités enzymatiques importantes de la mitochon- 
drie hépatique. Ces résultats ont suggéré l’opportu- 
nité d’expérimenter lutilisation clinique d’orotate 
de K dans le traitement des hépatopathies chroniques, 
en tant qu’affections comportant un tableau deéfici- 
taire du patrimoine protéique. Chez 22 malades 
atteints de cirrhose hépatique de Morgagni-Laénnec 
le traitement thérapeutique en question a modifié 
favorablement les constantes hématochimiques plus 
étroitement liées au métabolisme protéique de la 
cellule hépatique. Les résultats obtenus indiquent une 
augmentation des synthéses protéiques et prouvent 
que lorotate de K est cnstile de reproduire sur le 
plan clinique l’action dont il avait fait preuve sur le 
plan expérimental. 


“SUMMARY . 


Orotic acid: experimental and clinical physiopathological 
aspects. 


It is demonstrated that K orotate shows, in the 
experimental field, a definite tendency to play a role 
in protein metabolism, especially evident when it is 
administered as a supplement to highly unbalanced 
protein-deficient diets. In these conditions the ad- 
ministration of K orotate can induce a significant 
increase in the nitrogen content of the mithocondria 
in the liver cell and a similar increment of several 
important enzymatic activities. These experimental 
data suggested the possibility of a therapeutic use 
of K orotate in the treatment of chronic liver 
diseases, in which low serum protcin is a clinical 
feature. In 22 patients suffering from Morgagni- 
Laennec’s cyrrhosis this treatment was followed by 
favourable modifications of those chemical values 
which are more strictly correlated with protein 
metabolism of the liver cell. The obtained results 
indicate an increase of protein synthesis and show 
that K orotate can reproduce clinically the action 
on protein metabolism previously shown in the 
experimental field. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Orotsdure: ihre experimentelle und klinische phy- 
siopathologische Eigenschaften. 


Die Verfasser beweisen, dass die Orotsiure auf 
experimentellem Gebict cine bestimmte Neigung 
aufweist, sich am proteischen Stoffwechsel zu be- 
teiligen. Diese tritt besonders deutlich in Erscheinung, 
wenn die Orotsdure als Erganzung zu einer in hy- 
poproteischer Richtung stark mangelnden Diat 
angewandt wird. In diesem Falle ist die Verabrei- 
chung von orotsaurem Kalium imstande, cine sicht- 
lich wahrnehmbare Bereicherung des Stickstoff- 


gehaltes in den Mitochondrien sowie eine entspre- 
chende Vermehrung einiger wichtigen enzymati- 
schen Tatigkeiten in den Lebermitochondrien zu 
verursachen. Diese Angaben haben veranlasst, die 
klinische Anwendung von orotsaurem Kalium bei 
pathologischen Zustanden, welche mit einem De- 
ficit der proteischen Vorrate einhergehen, wie z.B. 
die chronischen Hepaitiden, zu versuchen. Die 
angegebene therapeutische Behandlung hat bei 22 
Patienten mit hepatischer Cyrrhosis nach Morgagni- 
Laennec giinstige Veranderungen der hamochemi- 
schen Daten zur Folge gehabt, welche vorwiegend 
mit dem proteischen Stoffwechsel des Hepatocytons 
verbunden sind. Die erhaltenen Resultate sind als 
Zeichen einer Erhéhung der proteischen Synthese 
zu betrachten und beweisen, dass orotsaures Kalium 
imstande ist, auch auf klinischem Gebiete die gleiche 
schon experimentell bewiesene Wirkung auf dem 
Proteinstoffwechsel zu entfalten. 


RESUMEN 


Acido ordtico: aspectos fisiopatoldgicos, experimentales 
y clinicos. 


Los autores demuestran que en el campo experi- 
mental el orotato de K revela netamente una aptitud 
particular para intervenir en el metabolismo proteico, 
sobre todo cuando se le utiliza como suplemento de 
una dieta fuertemente desequilibrada en sentido hipo- 
proteico; en este caso la administracién de orotato 
de K puede determinar un sensible enriquecimiento 
del contenido nitrogenado mitocondrial, que va 
acompaiiado del incremento de algunas importantes 
actividades enzimicas de la mitocondria hepatica. 
Estos datos han sugerido la oportunidad de experi- 
mentar el uso clinico del orotato de K en el trata- 
miento de las hepatopatias crénicas, puesto que estas 
afecciones suponen un cuadro deficiente del patri- 
monio proteico. El tratamiento terapéutico en 
cuestién ha provocado en 22 pacientes afectos de 
cirrosis hepatica de Morgagni-Laénnec modifica- 
ciones favorables de las constantes hematoquimicas 
mas estrechamente ligadas al metabolismo proteico 
de la célula hepatica. Los resultados obtenidos son 
indice de un aumento de las sintesis proteicas y de- 
muestran que el orotato de K es capaz de reproducir 
en el campo clinico la misma accién que ya habia 
revelado en el campo experimental sobre el meta- 
bolismo proteico. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. L. Villa) 


Acido orotico ed emopoiesi: osservazioni sperimentali 
e cliniche 


L. BUSSI 


Le recenti acquisizioni sulla biosintesi degli 
acidi nucleici hanno messo in evidenza la parti- 
colare posizione occupata dall’acido orotico. 

stato infatti dimostrato, mediante studi 
condotti con sostanze marcate, che l’acido 
orotico ¢ un precursore delle basi pirimidi- 
niche del DNA e dell’RNA. 

Tali ricerche sono state condotte sia in 
vivo che in vitro e sia su microrganismi che 
sui mammiferi (1, 2, 3, 4, 5). E stato inol- 
tre isolato da culture batteriche il ribotide 
dell’acido orotico (6) e¢ sono stati dimostrati 
dei meccanismi enzimatici capaci di trasfor- 
mare l’acido orotico in orotidina-s5-fosfato 
e di decarbossilare questa uridina-s-fo- 
sfato (7, 8). 

Risulta da questo complesso di ricerche 
come l’acido orotico sia Tunica struttura 
pirimidinica capace di venire utilizzata come 
tale dall’ organismo. E noto infatti che, salvo 
rari esempi, le basi pirimidiniche non ven- 
gono incorporate come tali nei tessuti, a dif- 
ferenza delle basi puriniche (9). Secondo 
altri ricercatori inoltre l’acido orotico non 
sarebbe un metabolita essenziale, ma compa- 
rirebbe solo come prodotto di una reazione 
collaterale nella biosintesi dei nucleotidi piri- 
midinici (10). 

Altre considerazioni di ordine generale, 
riguardanti pitt dettagliatamente il problema 
del cammino metabolico delle basi pirimidi- 
niche e quello del loro probabile significato 
nei complessi processi biochimici, che con- 
ducono alla sintesi degli acidi  nucleici, 


vengono Ovviamente omesse in questa sede. 
Noi stessi in collaborazione con Eridani e¢ 
Taglioretti (11), ne abbiamo gia fatto men- 
zione in una nostra nota, di recente pubbli- 
cazione, a proposito di tre casi di anemia 
megaloblastica trattati con acido orotico. 
D’altra parte questi problemi sono gia stati 
ampiamente discussi e con qualificata com- 
petenza nelle relazioni precedenti di questo 
stesso Simposio. 

Il problema dei rapporti possibili tra acido 
orotico ed emopoiesi appare, in prima istanza, 
come un aspetto particolare del problema 
pit: generale dell’influenza csercitata dai pro- 
cessi di sintesi delle basi pirimidiniche e delle 
relative ed eventuali deviazioni dagli schemi 
fisiologici, sulla emopoiesi stessa. Se, come 
sembra ormai sicuramente dimostrato, questi 
particolari aspetti metabolici stanno alla base 
di complessi processi biochimici di fonda- 
mentale importanza per la vita cellulare in 
genere (come quelli riguardanti la sintesi 
degli acidi nucleici), ovviamente essi debbono, 
in qualche modo, intervenire anche a livello 
dei meccanismi biologici interessanti l’emo- 
poiesi. Questa affermazione costituisce per- 
tanto il presupposto delle nostre ricerche di 
ordine sperimentale ¢ clinico. Non siamo perd 
convinti, sino a prova contraria, che pro- 
cessi biochimici, che stanno alla base stessa 
della vita della cellula ed interessanti pertanto 
la totalita degli stipiti cellulari, sia del mondo 
animale che vegetale, possano essere di per sé 
stessi e soli capaci di determinare modifica- 
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zioni morfologiche e biochimiche di sistemi 
cellulari gia altamente e specificamente dif- 
ferenziati. 

In altre parole, gli acidi nucleici (e quindi 
i rispettivi processi metabolici che li realizzano) 
determinano le condizioni elementari della 
biologia: cellulare (sopravvivenza, moltiplica- 
zione, maturazione) ma ben difficilmente, 
senza il concorso di ulteriori fattori agenti su 
substrati biochimici pitt complessi ¢, per cosi 
dire, pitt «evoluti», possono condizionare il 
normale equilibrio metabolico in un sistema 
cellulare cosi differenziato come quello emo- 
poietico. Queste considerazioni generali a 
proposito degli acidi nucleici valgono soprat- 
tutto per il DNA. 

Ci pare pertanto che sia legittimo affermare 
che, anche nei casi di emopatie in cui certa- 
mente esiste un’alterazione dei processi di 
sintesi degli acidi nucleici (come le leucemie, 
le anemie megaloblastiche, ad esempio), queste 
alterazioni siano necessarie ma non sufficienti 
a spiegarne le complesse modificazioni mor- 
fologiche e biochimiche che si attuano sia 
nelle singole cellule che nell’organismo am- 
malato. 

Sotto questo aspetto pertanto, ci sembra 
debba essere intesa l’azione dell’acido orotico 
sull’emopoiesi normale e patologica. Questo 
concetto appare del resto avvalorato dai risul- 
tati della nostra sperimentazione. Essa _peral- 
tro, pur nella sua modesta entita, costituisce 
una raccolta di dati che non ha precedenti 
nella letteratura ematologica, ad eccezione di 
un recente lavoro di Autori americani apparso 
su «Blood» (12) nel febbraio di quest’anno, 
a proposito di alcuni casi di anemia megalo- 
blastica trattati con acido orotico. La nostra 
ricerca, in campo clinico, su analoga casistica 
é stata da noi condotta, del resto, contempo- 
raneamente alla loro. 

Le ricerche di ordine ematologico, eseguite 
nell’Istituto di Clinica Medica dell’Univer- 
sita di Milano, sono state condotte su cellule 
megaloblastiche dell’embrione di pollo, su 
tessuti emopoietici umani normali e patologici 
coltivati in vitro, su di alcuni pazienti af- 
fetti da anemia megaloblastica di rara eve- 
nienza, occorsi alla nostra osservazione du- 
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rante i periodi delle loro ripetute spedalizza- 
zioni e seguiti ambulatoriamente per circa 
due anni. Di questi casi clinici é gia stata fatta 
menzione in una nostra precedente nota (11) 
recentissimamente apparsa su questa rivista. 
Le premesse dottrinali di questa nostra speri- 
mentazione ematologica appaiono evidenti da 
quanto precedentemente esposto nelle altre 
Relazioni sulla biosintesi delle basi pirimidi- 
niche e nella parte introduttiva fi questa 
esposizione. 

A questo proposito, ci sembra_sufficiente 
sottolineare l'importanza e, per cosi dire, la 
« posizione » dell’idantoina suoi derivati nei 
confronti dell’acido orotico e della biosintesi 
in genere delle pirimidine. Va ricordato, in 
proposito, il fatto che ¢ stata segnalata da 
alcuni Autori (13, 14, 15) l’insorgenza di stati 
anemici megaloblastici in alcuni soggetti epi- 
lettici trattati a lungo con terapia anticonvul- 
sivante, essenzialmente costituita da preparati 
difenilidantoinici. 

Non é questa ovviamente la sede per di- 
scutere le possibilita interpretative della com- 
plessa patogenesi di questi particolari stati 
anemici che, del resto, come tutte le anemic 
megaloblastiche, sembrano essere determinati 
dal convergere di pid fattori (predisponenti, 
occasionali; esogeni ed endogeni; genetici 
© acquisiti, ecc.) concomitanti e condizionanti 
questo particolare stato morboso che, del 
resto, sembra essere caratteristico della specie 
umana sia pure con rarissime eccezioni (il 
maiale, ad esempio). 

Questo richiamo perd ci é sembrato oppor- 
tuno anche per giustificare una parte della 
nostra sperimentazione. 

Le sostanze studiate sono state pertanto 
lacido orotico, lidantoina, la difenilidantoina 
ed un antagonista tiosostituito dell’acido oro- 
tico stesso: l’acido 2-tio-orotico. Quest’ ultima 
sostanza sembra essere di notevole interesse 
sia sotto l’aspetto del problema generale dell’an- 
tagonismo biologico per azione competitiva 
dei prodotti tiosostituiti, sia nella considera- 
zione che .un antagonista dell’acido orotico 
avrebbe potuto, come antimetabolita, espri- 
mere meglio di ogni altra condizione speri- 
mentale l'importanza biologica dell’acido oro- 
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tico stesso attraverso il meccanismo della sua 
inibizione (*). 

Esponiamo in sintesi i risultati delle nostre 
sperimentazioni. 


I° GRUPPO DI ESPERIENZE 


Azione dell’acido orotico su cellule megalo- 
blastiche di embrione di pollo. E questo un test 
di notevole utilita per f; valutazione delle at- 
tivita biologiche di molte sostanze sia ad 
azione citostimolante che citoinibente. E stato 
proposto da Astaldi (16) e da me (17) presso- 
ché contemporaneamente e a reciproca insa- 
puta. Questo test sembra da preferirsi ad altri 
perché, trattandosi di problemi ematologici, 
si esplica su cellule emopoietiche e consente 
valutazioni delle modificazioni eventualmente 
indotte dalle diverse sostanze in esame, sia a 
carico dei processi proliferativi che maturativi 
delle cellule stesse. Su di esse si possono inoltre 
condurre _ricerche citochimiche micro- 
spettrofotometriche, citodiametriche (cellulari 
e nucleari), ecc. Ovviamente ogni riferimento 
tecnico riguardante l’attuazione di questo 
test esula dalla competenza di questa Rela- 
zione. Ci limitiamo pertanto all’esposizione 
dei dati da noi osservati: 


a) Yacido orotico, introdotto in uova 
gallate dopo 24 ore di incubazione a 38°, 
disciolto in soluzione fisiologica tamponata a 
pH 7,2-7,4 alla dose di 1000 y/cc, non modifica 
in modo significativo né la morfologia dei 
megaloblasti embrionali di pollo, né le loro 
dimensioni, né l’aspetto morfologico delle 
mitosi, né il ritmo proliferativo, né i processi 
maturativi (18); 

b) Yacido tio-orotico, introdotto in uova 
gallate, nelle stesse condizioni sperimentali, 
disciolto in soluzione fisiologica tamponata a 
pH 7,2-7,4 in dosi di 500 e $0 y/cc, determina 
in sintesi queste alterazioni: diminuzione assai 
rilevante mitotico ed alterazioni 
della formula cariocinetica con aumento rela- 
tivo (rispetto ai controlli) delle profasi e¢, in 
minore entita, anche delle metafasi. I cromo- 


(*) L’acido tio-orotico é stato sintetizzato dal Prof. Gino 
Carrara che gentilmente I’ha concesso per le relative sperimen- 
tazioni preliminari. A lui il nostro pit: vivo ringraziamento. 


somi sono tozzi, ipercromatici, tra loro varla~ 
mente «conglutinati». Si vedano, in propo- 
sito, anche le nostre precedenti ricerche (19) 
rese note nel 1956: le prime, in senso assoluto, 
sull’argomento. 

Questi dati di fatto ci consentono di con- 
cludere che Il’azione lesiva dell’acido tio-oro- 
tico sui processi cariocinetici cellulari si esplica 
inibendo innanzi tutto l’inizio della mitosi 
stessa. Se la mitosi si inizia, essa viene arrestata 
in premetafase. Poche mitosi giungono ap- 
parentemente a termine. 

L’attivita maturativa cellulare é arrestata 
© gravemente rallentata. Alterazioni morfo- 
logiche sono del resto evidenziabili anche a 
carico del nucleo e del citoplasma delle cellule 
in fase intermitotica (lobature abnormi nu- 
cleari, disposizione irregolare, a grossi granuli, 
della cromatina, alterazioni tintoriali del cito- 
plasma). Questi dati di fatto ci consentono di 
affermare che l’acido tio-orotico interferisce 
gravemente nei processi di sintesi sia del DNA 
che dell’/RNA; 


c) somministrando contemporaneamente 
acido orotico ed acido tio-orotico si osservano 
i seguenti dati di fatto: l’azione antimetabolica 
di s00 y di acido tio-orotico ¢ sensibilmente 
ridotta in presenza di una uguale quantita di 
acido orotico. Essa viene progressivamente 
diminuita da dosi crescenti, sino ad essere 
praticamente neutralizzata da 1500 7 di acido 
orotico. Il rapporto tra le due attivita anta- 
goniste sembra pertanto essere approssimati- 
vamente del ordine di 1:3. 


II? GRUPPO DI ESPERIENZE 


a) Midolli emopoietici umani normali col- 
tivati in vitro in presenza di acido orotico alla 
dose di 1000 y/cc in soluzione fisiologica 
tamponata alla neutralita. Questo gruppo di 
ticerche (e le analoghe successive) é stato 
effettuato mediante la tecnica delle culture in 
roller tubes. Questa tecnica, tra le diverse 
altre a nostra disposizione e largamente im- 
piegate per altri fini, ci é parsa la pid idonea 
allo scopo. I prelievi dai tubi di cultura veni- 
vano ollewteat dopo 12 e 24 ore di incubazione 
a 38°; gli strisc1 colorati con May-Griinwald- 
Giemsa. 
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Risultati: Vacido orotico non sembra in 
grado di modificare apprezzabilmente i pro- 
cessi proliferativi e maturativi delle cellule 
emopoietiche normali dei vari stipiti. Anche 
la morfologia cellulare appare immodificata. 

Analoghi risultati abbiamo ottenuto anche 
addizionando ai terreni di cultura (auto- 
plasma), oltre all’acido orotico, ATP ¢ DPN 
da soli o associati in quantita variabili (in ge- 
nere: ATP = § mg/cc; DPN = 2 mg/cc). 


b) Midolli emopoietici umani normali_ col- 
tivati in vitro in presenza di idantoina e di 
difenilidantoina alle dosi rispettive di 2 mg/cc. 

In queste condizioni sperimentali non si 
rilevano significative deviazioni dai controlli 
per quanto riguarda le attivita proliferativa e 
maturativa dei vari stipiti cellulari studiati. 
Non compare megaloblastosi. Tuttavia la 
struttura cromatinica dei nuclei delle cellule 
critroblastiche e granuloblastiche sembra lie- 
vemenie pid fine rispetto ai controlli. 

Fenomeni di questo genere sono pero si- 
curamente da escludere a carico dei megaca- 
riociti e delle plasmacellule. Non esisteno dif- 
ferenze morfologiche e funzionali delle cellule 
emopoietiche rispettivamente trattate con idan- 
toina semplice e con difenilidantoina. 

c) Midolli emopoietici di soggetti affetti da 
leucemia mieloide cronica (2 casi) e da leucemia 
acuta a cellule indifferenziate (1 caso) coltivati 
in vitro in presenza di acido orotico. 


Risultati: nessuna modificazione  significa- 
tiva sia a carico della morfologia che del- 
l’attivita proliferativa ¢ maturativa dei vari 
stipiti cellulari studiati. 


d) Midollo emopoietico megaloblastico di sog- 
getti affetti da anemia perniciosa vera, coltivati 
in vitro in presenza di acido orotico (3 casi). 


Risultati: in due casi non si é potuta osser- 
vare alcuna variazione dal punto di vista 
morfologico, maturativo e proliferativo, ri- 
spetto ai controlli. Da notare quindi, in par- 
tcolare, la persistenza della megaloblastosi ¢ 
del gigantismo cellulare a carico degli ele- 
menti granuloblastici. Nel terzo caso si é 
notata una lieve diminuzione percentuale dei 
megaloblasti rispetto alle culture di controllo. 


304 


e) Midollo emopoietico macroblastico con com- 
ponente megaloblastica (pari al 6% circa) di sog- 


getti affetti da epatopatia cronica ad evoluzione 


cirrogena, in presenza di acido orotico (2 casi). 

Risultati: normalizzazione delle anomalie 
morfologiche osservate. In particolare, scom- 
parsa della megaloblastosi dopo 24 ore di 
incubazione. 


OSSERVAZIONI CLINICHE 


Le ultime sperimentazioni costituiscono la 
logica connessione con questo gruppo di 
osservazioni di ordine clinico e che si rife- 
riscono appunto a questi due ultimi casi. 

I dati analitici riferentisi a questi soggetti 
(accanto ad un terzo caso di anemia perniciosa 
vera che si dimostrd insensibile all’acido oro- 
tico, sia dal punto di vista strettamente ema- 
tologico che clinico, inteso nel senso pit lato) 
sono gia stati esposti in una recente nota (11). 

Su questi dettagli pertanto non ci dilunghia- 
mo per evitare inutili ripetizioni. Lo stesso 
dicasi per le considerazioni conclusive espresse 
in quella nota. Pensiamo sia sufficiente una 
brevissima sintesi clinica di uno di questi casi 
di valore, a nostro avviso, paradigmatico. 

Donna di 74 anni ricoverata due anni or 
sono nella nostra Clinica per uno stato di 
grave anemia ipercromica megaloblastica con 
epatomegalia cospicua. Le indagini di labo- 
ratorio depongono per una epatopatia cronica 
a probabile evoluzione cirrogena. Trattamento 
con estratti epatici a prevalente azione normo- 
poietizzante. Rapida normalizzazione della si- 
tuazione ematologica ed ottima ripresa delle 
condizioni generali. Dimessa, sospende spon- 
taneamente ogni cura. Ne consegue ricaduta 
ematologica tale da determinare un nuovo ri- 
covero. Viene nuovamente riscontrato uno 
stato di grave anemia ipercromica-megalo- 
blastica. Pronta risposta ematologica e clinica 
alla terapia parenterale con vitamina 
Viene nuovamente dimessa e ripetutamente 
controllata in ambulatorio, soprattutto dal 
punto di vista ematologico. Non ostante il 
protrarsi della terapia con vitamina By, la 
situazione ematologica deflette progressiva- 
mente, cosi da consigliare un nuovo ricovero 
nella nostra Clinica. Lo stato anemico si ac- 
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compagna ancora a megaloblastosi midollare 
(in questa circostanza ¢é stato coltivato in 
vitro il midollo emopoietico in presenza di 
acido orotico: i risultati relativi sono quelli 
precedentemente esposti in e). La paziente viene 
sottoposta a terapia con acido orotico per via 
orale, alla dose di g 3 pro die (*). In seguito a 
questo trattamento non si osserva una vera ¢ 
propria «crisi reticolocitaria» come in occa- 
sione dei precedenti trattamenti, ma le con- 
dizioni cliniche ed ematologiche si avviano 
rapidamente alla normalizzazione. La paziente 
viene nuovamente dimessa e seguita ambula- 
toriamente. Sospeso il trattamento con acido 
orotico, ben presto si instaura un quadro di 
anemia ipercromica con megalocitosi perife- 
rica discreta. Si riprende allora un trattamento 
con acido orotico per os alle stesse dosi gior- 
naliere. La crasi ematica migliora rapidamente. 
Nuova sospensione della terapia: nuova rica- 
duta ematologica. Una ripresa ulteriore del 
trattamento con acido orotico questa volta non 
determina un sensibile miglioramento. La 
paziente viene perciO nuovamente ricoverata 
nel nostro Istituto, ove viene ancora riscontrato 
uno stato di grave anemia ipercromica mega- 
locitica. Si inizia pertanto una terapia con 
vitamina B,, per via parenterale alla dose di 
100 y pro die. Si nota una netta crisi reticolo- 
citaria ed il pronto ripristino della normalita 
ematologica. La paziente viene dimessa in 
pieno benessere ed é tuttora sotto il nostro con- 
trollo ambulatoriale. 

Va sottolineato ancora che, in questo caso, 
il tasso plasmatico di vitamina B,, (determi- 
nazione batteriologica) era di poco inferiore 
alla norma, ma circa la meta della vitamina 
non era in forma «legata». Questa paziente 
é stata sottoposta a carico di acido folico 
per via parenterale. Dopo cid il tasso plasma- 
tico di vitamina B,, é rimasto invariato, 
mentre si é notata una eliminazione di Citro- 
vorum Factor urinario assai pit’ rapida e pit 
elevata in confronto ai soggetti normali ed 
ai pazienti affetti da anemia perniciosa vera, 
classicamente intesa. 


_(*) Abbiamo usato il Dioron della Casa’ Lepetit che ringra- 
ziamo vivamente. 


Questo singolo dato non consente ovvia- 
mente, per ora, alcuna deduzione significativa. 
Ulteriori esperienze con prove di carico di 
questo genere e con somministrazioni contem- 
poranee o in tempi successivi di « substrati » 
diversi, tra i quali l’acido orotico, possono 
offrire utili contributi all’ulteriore studio dei 
rapporti tra basi puriniche, pirimidiniche, 
vitamina By», acido folico, C. F. nei soggetti 
normali ed in quelli affetti da emopatie diverse 
e, in particolar modo, da anemie megalo- 
blastiche. 


CONCLUSIONI 


I dati di fatto da noi osservati e riferiti in 
questo rapporto sono, a nostro avviso, ancora 
troppo scarsi per consentire di prospettare 
ragionevolmente delle ipotesi interpretative 
attendibili ed esaurienti circa il significato 
biologico dell’acido orotico nei processi che 
regolano l’emopoiesi. Mancano del resto 
pressoché totalmente dati analoghi riportati 
nella letteratura mondiale. Le nostre ricerche 
saranno modificate ed integrate da nuovi 
accorgimenti e da nuovi schemi sperimentali, 
del resto facilmente intuibili. Ma va detto sin 
da ora, che la casistica clinica di reale utilita 
per l’approfondimento di questo ordine di 
problemi é di rara evenienza e, molto spesso, 
é resa di difficile identificazione dai troppi prov- 
vedimenti terapeutici (effettuati con prodotti 
antianemici a ~ polivalenza), senza che i 
medici curanti abbiano formulato in precedenza 
una diagnosi esatta o, per lo meno, sufficien- 
temente circostanziata. 

Indubbiamente I’acido orotico interviene nei 
meccanismi regolanti I’emopoiesi. Sotto questo 
profilo possiamo prospettare l’ipotesi sua 
« posizione » metabolica sia di « substrato» su 
cui agiscono e il «sistema folico-folinico» e la 
vitamina B,,. Se questo ed altri eventuali 
substrati sono gravemente deficitari, anche i 
principi normopoietizzanti fondamentali cui 
si é testé accennato non possono esplicare 
la loro azione per mancanza di « punto d’at- 
tacco». Se questi principi, a loro volta, sono 
deficitari, i «substrati» da soli non sono in 
grado di mantenere la normopoiesi. Si pone 
cosi l’accento sull’importanza esplicata, in 
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questo senso, da vari organi (non strettamente 
emopoietici), ma sopratutto dal fegato, inteso 
come « donatore » di substrati, come sede di 
fondamentali processi metabolici (sintesi delle 
pirimidine, ad esempio) e come organo « de- 
posito» dei principi indispensabili alla nor- 
mopoiesi stessa. Si vedano in proposito gli im- 
portanti contributi sperimentali e clinici del no- 
stro Maestro Prof. L. Villa e della sua Scuola 
(19, 20, 21). La nostra documentazione spe- 
rimentale e clinica conferma, a nostro avviso, 
quanto testé affermato e ci pare, a tutt’oggi, 
ingiustificato andare oltre con ulteriori ipotesi 
interpretative. 


RIASSUNTO 


L’A. riferisce sui risultati ottenuti mediante speri- 
mentazione sull’azione in vitro e in vivo esercitata 
dall’acido orotico in determinate condizioni speri- 
mentali e cliniche di ordine ematologico. L’acido 
orotico sembra in grado di determinare la trasforma- 
zione normoblastica in alcuni soggetti affetti da 
anemia macro-megaloblastica. Viene sottolineata 
l’importanza dell’acido orotico, inteso come « sub- 
strato » indispensabile per la sintesi delle basi pirimi- 
diniche e, quindi, degli acidi nucleici. In carenza di 
« substrati » di questo tipo, l’azione della vitamina By. 
e del sistema acido folico-acido folinico pud risultare 
notevolmente ridotta o, addirittura, inefficace. 


RESUME 


L’ acide orotique et Vhémopoiese: observations expérimen- 
tales et cliniques. 


L’auteur rapporte les résultats obtenus en expéri- 
mentant l’action in vitro et in vivo exercée par l’acide 
orotique dans certaines conditions expérimentales et 
cliniques d’ordre hématologique. L’acide orotique 
semble étre en mesure de déterminer la transformation 
normoblastique chez certains sujets atteints d’anémie 
macro-mégaloblastique. L’auteur souligne l’impor- 
tance de l’acide orotique, considéré comme « substrat » 
indispensable pour la synthése des bases pyrimidiques 
et, par conséquent, des acides nucléiques. En l’absence 
de « substrats » de ce type, l’action de la vitamine By» 
et du systéme acide folique-acide folinique peut 
s’'avérer considérablement réduite, voire méme tota- 
lement inefficace. 


SUMMARY 


Orotic acid and hematopoiesis: some experimental and 
clinical observations. 


The results which have been obtained from inve- 
stigations on the action of orotic acid in vitro and 
in vivo in experimental and clinical conditions of 
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hematologic interest are presented. It appears that 
orotic acid can establish the normoblastic transfor- 
mation in some patients suffering from macro-mega- 
loblastic anemia. The importance of orotic acid as 
a necessary « substrate » for the synthesis of pyrimi- 
dines and thus of nucleic acids is underlined. When 
« substrates » of this kind are deficient, the action 
of vitamin By, and of the folic acid-folinic acid 
system can be markedly reduced or even inefficient. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Orotsdure und Hadmopoyese: experimentelle und klinische 
Beobachtungen. 


Der Verfasser hat die Wirkung der Orotsaure, 
unter bestimmten experimentellen und klinischen - 
hamatologischen -— Bedingungen, in vitro und in 
vivo untersucht. Die erhaltenen Resultate werden 
bekanntgegeben. Die Orotsaure ist scheinbar im 
Stande, bei einigen Patienten mit macro-megalobla- 
stischer Blutarmut die normoblastische Umwand- 
lung zu verursachen. Die Wichtigkeit der Orotsaure, 
als unerlassliches « Substrat » zur Synthese der pyri- 
midinischen Basen und deshalb der Nukleinsauren 
witd hervorgehoben. Wenn diese « Substrate » 
mangeln, kann die Wirkung des Vitamins Bj. und 
des Systems Folsaure/Folinséure bedeutend erniedrigt 
oder sogar nichtig werden. 


RESUMEN 


Acido orético y hemopoyesis: observaciones experimen- 
tales y clinicas. 


El autor refiere los resultados obtenidos experi- 
mentando la accién in vitro e in vivo ejercida por el 
acido orético en determinadas condiciones experimen- 
tales y clinicas, de orden hematoldgico. El Acido oré- 
tico parece susceptible de determinar la transforma- 
cién normoblastica en algunos sujetos afectos de 
anemia macro-megaloblastica. El autor subraya la 
importancia del acido ordético, considerado como 
« substrato » indispensable para la sintesis de las bases 
pirimidinicas y, por lo tanto, de los acidos nucleicos. 
Faltando «substratos » de este tipo, la accién de la 
vitamina Byg y del sistema Acido félico-acido folinico 
puede resultar notablemente reducida o, incluso, 
ineficaz. 
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DIVISIONE ANATOMO PATOLOGICA, ISTITUTO NAZIONALE DEI TUMORI DI MILANO 
(Direttore: Prof. C. Sirtori) 


Gli antimetaboliti nella terapia del cancro 


C. SIRTORI 


In campo tumorale (1) lo sviluppo degli 
antimetaboliti ha avuto inizio nel 1948, quando 
Farber (2) osservd la regressione della leucemia 
acuta nei bambini dopo somministrazione di 
un antagonista dell’acido folico, l’acido 4-ami- 
nopteroilglutamico o aminopterina. Questa 
osservazione diede l’avvio ad una lunga serie 
di ricerche sulla chemioterapia del cancro. 

L’acido folico, presente in grande quantita 
nelle cellule del sangue e soprattutto nelle 
leucemiche, é costituito da pteridina, acido 
paraminobenzoico ed acido glutamico. Nor- 
malmente esso si trasforma in acido folinico, 
il quale catalizza l’incorporazione del formiato 
e della glicina nelle purine. Queste ultime 
entrano poi nella costituzione degli acidi 
nucleinici. (v. schema). 

acido nucleinico 
purine 
acido folinico — } 
formiato, glicina 

Possiamo dividere gli antimetaboliti nei 
seguenti gruppi di sostanze: 

1) inibitori dell’acido folico. Vi si compren- 
dono le sostanze strutturalmente simili all’acido 
folico o a qualcuno dei suoi tre costituenti 
(pteridina, acido paraminobenzoico, acido glu- 
tamico). Vi rientrano quindi gli antifolici, 
come |’aminopterina, i sulfamidici in quanto 
inibiscono la sintesi dell’acido paraminoben- 
zoico e gli antagonisti della pteridina come 
la 2-amino-pteridina; 

2) inibitori della sintesi delle purine. Vi si 
comprende l’azaserina, che inibisce l’incorpora- 
zione del formiato e della glicina nelle purine; 

3) inibitori della incorporazione delle purine 
e pirimidine negli acidi nucleinici. Ricordiamo 
che queste due sostanze, unendosi allo zucchero 
tibosio ¢ all’acido fosforico, formano gli acidi 
nucleinici. Alcune sostanze strutturalmente 


acido folico — 


analoghe alle purine e alle pirimidine possono 
inibire la sintesi degli acidi nucleinici. La 6-mer- 
captopurina (6-MP) é la pid nota fra queste 
sostanze ed é tuttora impiegata nella cura delle 
leucemie acute infantili. Recentemente ha 
suscitato un grande interesse il 5-fluorouracile 


C-F 
| | 
OH—C cH 


che corrisponde ad una pirimidina in cui un 
atomo di carbonio é sostituito da uno di 
fluoro. La somministrazione di 5-fluorouracile 
con carbonio marcato (3) in un paziente can- 
ceroso é stata seguita da una rapida elimina- 
zione urinaria della sostanza, e si é rivelato 
un maggior contenuto di essa nel tessuto 
tumorale rispetto ad altri tessuti normali (pelle, 
muscolo, fegato, grasso). 

Merita di essere segnalata la capacita del 
fluoro nel modificare l’attivita di molte so- 
stanze. Ricordiamo: 

a) che il fluoroacetato inibisce il circolo 
di Krebs; 

b) che gli steroidi fluorati sono pit attivi 
dei normali sull’anabolismo _proteico; 

c) che gli azocoloranti fluorati sono pit 
attivi dei normali come cancerogeni. 


E probabile che l’attivita biologica di questi 
composti derivi dalla grande stabilita dei com- 
posti carbonio-fluoro e dal piccolo raggio di 
Van der Wall dell’atomo di fluoro (1,35 A) che 
é in stretta relazione con quello dell’idrogeno 
(1,2 A) e¢ inferiore a quello del cloro (1,80 A) 
e del bromo (1,95 A). 
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Il s-fluorouracile determina una depressione 
della crasi sanguigna, diarrea, perdita di peso, 
emorragie intestinali e polmonari. Dal punto 
di vista sperimentale la sua attivita ¢ maggiore 
di quella della 6-MP sul sarcoma di Ehrlich, 
sull’epatoma di Novikoff, sulla leucemia 
LB 210, sul sarcoma 180, sul Ca. di Walker; 


4) inibitori di aminoacidi. Ricordiamo la 
etionina, un omologo della metionina, che 
determina gravi lesioni epatiche, il DON 
(6-diazo-5-ossi-L-norleucina) che ha determi- 
nato regressione parziale in 7 tumori umani su 
47 trattati (4); la seleniocistina, che ha suscitato 
largo interesse dopo la dimostrata attivita 
stimolante della cistina sui globuli bianchi. 
Particolare commento merita il cloroamfeni- 
colo, che pud considerarsi un omologo della 
fenil-alanina. Esso impedisce (5) la saldatura 
degli aminoacidi e quindi la sintesi delle pro- 
teine; non interferisce invece sugli acidi nu- 
cleinici e quindi non ingenera mutazioni: a 
questo si deve forse la scarsa o nulla resistenza 
batterica suscitata da questo antibiotico. Un 
altro antiaminoacido é la canavanina (6), 
antagonista dell’arginina. Quest’ultima é essen- 
ziale per la crescita del Ca. di Walker che 
viene inibita appunto dalla canavanina; 


5) inibitori dei glucidi. L’estratto batterico 
o P-21 di Shear provoca emorragie e necrosi 
in tumori sperimentali e umani. Si ritiene che 
l’attivita dell’estratto sia legata alla presenza di 
delta-glucosamina, che interferisce nell’ utiliz- 
zazione del glucosio. Anche il 2-diossi-glucosio 
(7) & attivo nel 20%, delle leucemie sperimen- 


tali LB 210; 


6) inibitori di vitamine. La 6-aminonicoti- 
namide non ha mostrato alcun effetto sui 
tumori umani; essa provoca piuttosto dege- 
nerazioni del sistema nervoso. Un’antipiri- 
dossina (deossi-piridossina) agisce sul Ca. 
mammario del ratto. Difficile trarre conclusioni 
sopra le possibilita terapeutiche antivitami- 
niche; variabile é infatti il contenuto vitaminico 
dei vari tumori. Uno dei dati pid sicuri che 
noi possediamo in merito, é quello di una 
maggiore quantita di By» nelle cellule leuce- 
miche mieloidi croniche e di acido folico 
nelle cellule delle leucemie acute. E noto 
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come uno dei test diagnostici per la leucemia 
miecloide sia il dosaggio della B,, nel plasma, 
enormemente aumentata (8). Tuttavia recenti 
indagini hanno dimostrato che anche in me- 
tastasi epatiche di carcinoma si possono avere 
alti livelli ematici di B,, liberatasi dalle cellule 
epatiche danneggiate; 


7) inibitori varii. Vi & poi un gruppo di 
sostanze e di agenti fisici che sotto alcuni 
aspetti potrebbero rientrare nella vasta fa- 
miglia degli antimetaboliti. Due di essi, 
luretano e la colchicina, vengono anzi consi- 
derati come veri e propri antimetaboliti (9), 
perché l’attivita dell’uretano é inibita dalla 
timina e da una sostanza considerata un pre- 
cursore dell’acido orotico (carbamil-fosfato), 
e gli effetti della colchicina sono inibiti dal 
meso-inositolo. Si ritiene che l’uretano agisca 
interferendo sulle transmetilazioni sulla 
sintesi del DNA. Potremmo  considerare 
come antimetaboliti anche le radiazioni ioniz- 
zanti e le azoipriti. Entrambe provocano tur- 
bamenti in tutte le strutture cellulari, quindi 
proteine, vitamine, enzimi, purine, pirimidine, 
ecc. E non é illogico pensare che ne derivino 
sostanze con caratteristiche di antimetaboliti. 


CONSIDERAZIONI 


Per applicare una terapia antimetabolica con 
buona probabilita di successo noi dovremmo 
colpire il metabolismo specifico della cellula 
tumorale. Ma non vi sono differenze qualitative 
fra cellule normali e tumorali. Si ritiene che 
la cellula tumorale, anziché qualcosa in pit 
e di diverso dalla normale abbia qualcosa in 
meno, sia deficiente cioé di qualche enzima 
regolatore. Questa opinione fa pensare ad 
analogie fra cellule maligne e cellule dell’ane- 
mia perniciosa; in queste ultime manca il 
fattore di regolazione By,g, ripristinato il quale 
le cellule tornano ad assumere le caratteristiche 
di normalita. Su questa strada potremo forse 
attenderci risultati migliori di quelli sin qui 
ottenuti. 

Vogliamo ora accennare ad alcuni problemi 
di interesse dottrinale e pratico connessi agli 
antimetaboliti. Anzitutto la valutazione delle 
sostanze anticancro sugli animali. Con molti 
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farmaci si ottiene la scomparsa di tumori spe- 
rimentali, ma applicati sui tumori umani il 
loro effetto non é cosi brillante. Questo sta 
a dimostrare che non si possono trarre indica- 
zioni sicure dagli esperimenti. I tumori degli 
animali hanno sviluppo rapido, sono pertanto 
pid sensibili a tutte f terapie antiproliferative. 
Anche nell’uomo i tumori pid largamente 
proliferanti, come i linfomi e le leucemie, 
sono quelli che rispondono meglio ai farmaci 
antitumorali. Un secondo problema é quello 
delle resistenze. Sia in campo sperimentale che 
umano si nota la comparsa di resistenza agli 
antimetaboliti. La causa di cid va ricercata in 
modificazioni enzimatiche cellulari, nella com- 
parsa di sistemi pit efficienti di trasformazione 
dell’acido folico in folinico, nel fatto che la 
cellula impara ad incorporare purine prefor- 
mate ed infine nella diminuita permeabilita 
delle cellule tumorali. 


Un ultimo problema é quello della prote- 
zione. Gli antimetaboliti possono  esplicare 
effetti tossici, che tuttavia possono venire 
annullati mediante somministrazione del me- 
tabolita specifico contro i quali essi agiscono. 
Gli antifolici provocano ulcerazioni della 
bocca e pit tardi diarrea e megaloblastosi. 
Questi effetti possono essere annullati dal 
Citrovorum. 

Farber (2), lo scopritore degli antifolici, ha 
curato negli ultimi 10 anni 900 leucemie 
acute in bambini. Prima dell’avvento degli 
antimetaboliti il 50% di questi pazienti mo- 
riva entro 4-5 mesi; oggi, secondo le stati- 
stiche di Farber, il 50% sopravvive 14 mesi, 
un buon 10% é ancora vivo a 2 anni di di- 
stanza, alcuni a 4 anni e mezzo. Uno visse 7 
anni € 4 mesi e mori per una infezione stafi- 
lococcica. L’impiego di antimetaboliti viene 
oggi effettuato in questo modo: all’inizio si 
somministra aminopterina, poi la 6-MP, infine 
il cortisone o PACTH. L’aminopterina e la 
6-MP richiedono da 3 ad 8 settimane per 
esplicare i loro benefici effetti; le remissioni 
leucemiche che esse determinano sono pit 
lunghe di quelle che si ottengono con il cor- 
tisone e con ACTH. Questi ultimi tuttavia 
hanno un effetto pili rapido e vengono im- 
piegati per risolvere situazioni di urgenza 


come emorragie gravi c, naturalmente, quando 
la leucemia dimostri resistenza all’aminopterina 
o alla 6-MP. Recentemente si ¢ sperimentata 
con un certo successo l’associazione azaserina 
6-MP, sempre nelle leucemie acute. 

Gli antimetaboliti sono stati definiti i pro- 
tagonisti dell’ultimo decennio della cancero- 
logia per l’impulso che essi hanno dato alle 
ricerche sperimentali, ma i risultati conseguiti 
con la loro applicazione clinica non giustificano 
appieno la definizione che di essi si é data. 


RIASSUNTO 


Gli antimetaboliti attivi contro i tumori possono 
essere oggi cosi suddivisi: 1) inibitori dell’acido fo- 
lico; 2) inibitori della sintesi delle purine, come 
Pazaserina; 3) inibitori della incorporazione delle 
purine e pirimidine negli acidi nucleinici: in questo 
gruppo figura il s-fluorouracile; 4) inibitori di 
aminoacidi, come Il’etionina, il DON, la selenioci- 
stina, il cloroamfenicolo e la canavanina; $§) inibitori 
dei glucidi, come la beta-glucosamina e il 2-deossi- 
glucosio; 6) inibitori di vitamine; 7) inibitori vari 
come l’uretano e la colchicina. Una terapia vera- 
mente efficace presupporrebbe I’esistenza di meta- 
bolismi specifici nella cellula tumorale, il che finora 
non é stato ancora dimostrato. La maggiore sensibilita 
ai farmaci da parte dei tumori sperimentali é legata 
alla loro grande attivita proliferativa; anche nell’uomo 
sono i tumori pit largamente proliferanti come i 
linfomi e le leucemie quelli che meglio rispondono 
ai farmaci antitumorali. La resistenza di fronte a tali 
farmaci, che compare durante il trattamento tera- 
peutico, é imputabile a modificazioni enzimatiche 
cellulari, alla comparsa di sistemi pit efficienti di 
trasformazione dell’acido folico in folinico, alla capa- 
cita delle cellule tumorali di incorporare purine pre- 
formate. 


RESUME 
Les antimétabolites dans la thérapeutique du cancer. 


Les antimétabolites actifs contre les tumeurs peuvent 
aujourd’hui se subdiviser comme suit: 1) inhibiteurs 
de l’acide folique; 2) inhibiteurs de la synthése des 
purines, tels que l’azasérine; 3) inhibiteurs de l’incor- 
poration des purines et pyrimidines dans les acides 
nucléiques: 4 ce groupe appartient le s-fluoro-uracile; 
4) inhibiteurs des acides aminés, tels que |’éthionine, 
le DON, la séléniocystine, le chloramphénicol et 
la canavanine; 5) inhibiteurs des glucides, tels que la 
béta-glucosamine et le 2-désoxyglucose; 6) inhibi- 
teurs de certaines vitamines; 7) inhibiteurs divers, 
tels que l’uréthane et la colchicine. Une thérapeutique 
vraiment efficace serait celle basée a priori sur l’existence 
de métabolismes spécifiques dans la cellule tumo- 
rale, ce qui n’a pas été prouvé jusqu’a présent. 
Le fait que les tumeurs expérimentales sont plus 
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sensibles aux médicaments, est lié 4 leur intense acti- 
vité proliférative; chez l’homme aussi, les tumeurs 
douées d’une plus large activité proliférative, comme 
les lymphomes et les leucémies, sont celles qui réa- 
gissent le mieux aux médications antitumorales. 
La résistance qui s’installe vis-a-vis de ces médica- 
ments au cours du traitement thérapeutique, est 
imputable 4 des modifications enzymatiques cellu- 
laires, a l’apparition de systémes plus efficients de 
transformation de l’acide folique en folinique, a 
la capacité que les cellules tumorales ont d’incorpo- 
rer des purines préformées. 


SUMMARY 
Antimetabolites in the therapy of cancer. 


Antimetabolites active on tumors may be classified 
today in the following way: 1) inhibitors of folic 
acid; 2) inhibitors of purine synthesis, as azaserine; 
3) inhibitors of purine and pyrimidine incorporation 
into nucleic acids, as §-fluorouracil; 4) inhibitors of 
aminoacids, as etionine, DON, seleniocystine, chlo- 
ramphenicol and canavanine; 5) inhibitors of carbo- 
hydrates, as beta-glucosamine and 2-desoxy-glucose; 
6) inhibitors of vitamins; 7) other inhibitors, as urethan 
and colchicine. A really effective therapy ideally should 
be based on the existence of specific metabolic patterns 
in the tumoral cell, which have not been demon- 
strated so far. The greater sensitivity of experimental 
tumors to the drugs is related to their great proli- 
ferative activity; in the human being also, the best 
response to antitumoral drugs is given by the most 
actively proliferating tumors as lymphomas and 
leukemias. Resistance to these drugs which appears 
during the treatment can be attributed to changes 
in the cell enzymes to the establishment of more 
efficient systems for the conversion of folic acid into 
folinic acid, to the ability of tumoral cells to incor- 
porate pre-formed purines. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Die antimetabolischen Substanzen in der Krebstherapie. 


Die bei Tumoren wirksamen antimetabolischen 
Substanzen kGnnen heute wie folgt eingeteilt werden: 
Inhibitoren der Folsdure; der Purin- 
synthese, wie z. B. Azaserin; Inhibitoren der Spei- 
cherung der Purine und Pyrimidine in Nukleinsauren 
(bei dieser Gruppe ist §-Fluoruracil miteinbegrif- 
fen); Inhibitoren der Aminosauren, wie z. B. 
Etionin, DON, Selencystin, Chloramphenichol 
und Chanavanin; Inhibitoren der Glycide, wie 
z. B. beta-Glykosamin und 2-Desoxyglykose; 
Inhibitoren der Vitamine; diverse Inhibitoren, wic 
Urethan und Cholchizin. Eine sicher wirksame 
Therapie wiirde das Vorhandensein  spezifischer 
Stoffwechselprozesse in der Krebszelle voraussetzen, 
was jedoch bis heute noch nicht bewiesen wurde. 
Die gréssere Empfindlichkeit von Seite der experi- 
mentellen Geschwiilste den Arzneien gegeniiber 
ist an ihr ausgedehntes Proliferationsvermégen 
gebunden; auch beim Menschen sind Geschwiilste 
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mit hoher Zellteilungsfrequenz, wie z. B. die Lym- 
phome und die lcotialae, eben diejenigen welche 
auf Krebsmittel besser ansprechen. Die Resistenz 
solchen Medikamenten gegeniiber, die im Laufe 
der therapeutischen Behandlung auftritt, ist den 
enzymatischen Zellveranderungen zuzuschreiben, so- 
wie dem Erscheinen wirksamerer, die Folsaiure in 
Folinsiure umwandlende Systeme und der Fahigkeit 
seitens der Krebszellen, vorgeformte Purine auf- 
zunehmen. 


RESUMEN 
Los antimetabolitos en la terapia del cancer. 


Los antimetabolitos activos contra los tumores 
pueden subdividirse actualmente de la siguiente 
manera: 1) inhibidores del Acido félico; 2) inhibidores 
de la sintesis de las purinas, come la azaserina; 3) inhi- 
bidores de la incorporacién de las purinas y piri- 
midinas a los acidos nucleicos: en este grupo figura 
el 5-fluorouracil; 4) inhibidores de aminoacidos, como 
la etionina, el DON, la seleniocistina, el cloramfenicol 
y la canavanina; $) inhibidores de los gliicidos, como 
la beta-glucosamina y la 2-desoxiglucosa; 6) inhibi- 
dores de vitaminas; 7) inhibidores diversos, como el 
uretano y la colquicina. Una terapia verdadera- 
mente eficaz presupone la existencia de metabolismos 
especificos en la célula tumoral, lo que hasta ahora 
no ha sido demostrado. La mayor sensibilidad que 
los tumores experimentales manifiestan hacia los 
farmacos, esta ligada a su intensa actividad proli- 
ferante; también en el hombre los tumores mas 
intensamente proliferantes, como los linfomas y 
las leucemias, son los que mejor reaccionan a los 
farmacos antitumorales. La resistencia frente a tales 
medicamentos, que aparece durante el tratamiento 
terapéutico, puede atribuirse a modificaciones enzi- 
micas celulares, a la aparicién de sistemas mas eficientes 
de transformacién del Acido félico en folinico, a la 
capacidad de las células tumorales de incorporar 
purinas preformadas. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. L. Villa) 


Eterogeneita degli acidi desossiribonucleici umani 


E. E. POLLI 


Le pirimidine sono uno dei quattro costi- 
tuenti fondamentali degli acidi desossiribonu- 
cleici (DNA) i quali, senza alcun dubbio, co- 
stituiscono una delle pid interessanti macro- 
molecole dell’organismo. Il ruolo biologico 
dei DNA non é stato ancora bene definito 
nei suoi limiti, ma oggi noi possediamo suffi- 
cienti elementi per potere affermare che questi 
acidi rappresentano il cardine principale per 
la trasmissione dei caratteri ereditari ¢ che inter- 
vengono, seppure in via indiretta, nella sintesi 
delle proteine ed in altri fenomeni biologici 
fondamentali della vita cellulare. 

La capacita di regolare diverse attivita ri- 
chiama come necessaria conseguenza il con- 
cetto di eterogeneita dei DNA nel senso che 
la sostanza direttrice deve possedere, per espli- 
care una multiforme attivita, un alto grado di 
molteplicita e di complessita. 

Mentre perd per quanto riguarda i DNA da 
microrganismi e da tessuti di animali, vi sono 
ricerche di numerosi Autori che convalidano 
questa opinione (vedi le precedenti rassegne 
straniere di Chargaff e Davidson, 9; Allfrey e 
Coll., 1; Zamenhof, 37; Butler ¢ Davison, 6; 
Shooter, 33); manca uno studio sistematico 
sulle caratteristiche degli acidi nucleici umani. 

Scopo di questa rassegna ¢ appunto quello 
di rendere note, in breve sintesi, alcune ricerche 
condotte in questo settore. Occorre subito 
dire che un primo approccio tentato per sta- 
bilire l’esistenza di una dissimiglianza fra DNA 
normali e patologici sulla base del loro con- 
tenuto percentuale in pirimidine e purine ha 
dato risultati negativi ad altri AA. (Elmes e 
Coll., 14; Uzman e Desoer, 35) ¢ a noi (Villa, 
Polli e Bussi, 36: Tavola I). 


Tuttavia dato l’elevato peso molecolare dei 
DNA vi é la possibilita che queste molecole, 
pure avendo un identico contenuto di P, 
zuccheri e basi azotate, possano essere diffe- 
renti per la sequenza dei nucleotidi nella sin- 
gola molecola, dando luogo a combinazioni 
diverse che, naturalmente, portano con sé 
una specificita strutturale caratteristica (Sin- 
sheimer, 30, 31; Chargaff e Coll., 8; Lipshitz e 
Chargaff, 18). Inoltre le varie molecole - di 
DNA possono differire fra di loro non solo 
per il tipo di sequenza dei nucleotidi costi- 
tuenti la molecola, ma anche per la forma ed 
il volume delle macromolecole. Le caratte- 
ristiche delle molecole dei DNA normali e 
leucemici sono state quindi da noi indagate 
nel corso di questi anni con diversi metodi e 
qui vogliamo riassumere i risultati pit sa- 
lienti per una discussione sulla eventuale etero- 
geneita dei DNA. 

Ricerche di questo tipo sono generalmente 
sottoposte ad un grande numero di limita- 
zioni, le pitt importanti delle quali sembrano 
essere due: il metodo di estrazione dei DNA 
e la concentrazione del DNA nelle soluzioni 
da esaminare. Infatti da molte indagini risulta 
che le caratteristiche fisiche e biologiche dei 
DNA sono influenzate dai metodi di isola- 
mento di questi acidi dai tessuti. Secondo 
l’opinione generale i migliori metodi di estra- 
zione risultano essere il metodo di Signer (28), 
il metodo di Dounce (17) ¢ il metodo di Sim- 
mons (16). L’altra condizione fondamentale, 
che si identifica con la necessita di esaminare 
soluzioni a bassa concentrazione, é dovuta al 
grande volume occupato dalle macromolecole 
di DNA in soluzione, cosi che soltanto ope- 
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rando a concentrazioni sotto il livello di 0,o1 % 
le singole molecole si possono muovere libe- 
ramente senza alcuna influenza reciproca. 

I dettagli tecnici per l’estrazione del DNA e 
limpiego delle varie metodiche sono gia 
stati descritti (Villa, Polli, Bussi, 36; Polli, 
Semenza, 22; Polli, Rosoff, Di Mayorca, 
Cavalieri, 24; Polli, Shooter, 23; Polli, Luc- 
chelli, Crosti, 25). 

La Tavola II da il peso molecolare e¢ la vi- 
scosita intrinseca di alcuni campioni di DNA 
provenienti da leucociti umani normali e 
leucemici. I] peso molecolare é stato calcolato 


su dati ottenuti con la tecnica della diffusione 
molecolare della luce usando il fotometro di 
Brice Phoenix. La viscosita & stata calcolata 
mediante i dati ottenuti con l’apparecchio di 
Couette, modificato secondo Eisenberg e Frei 
( 13) e le viscosita specifiche sono state extra- 
polate a concentrazione ed a gradiente zero. 

Dalla Tavola risulta evidente che, a seconda 
dei metodi di estrazione adottati, da uno 
stesso tipo cellulare si possono ottenere DNA 
con diverso peso molecolare, raggio di gira- 
zione e viscosita intrinseca, il che é confermato 
anche dall’esame delle curve di sedimenta- 


Tavota I — Composizione in purine e pirimidine di DNA umani. 
(da Polli e Semenza, 1955) 


A) Composizione di due campioni 


di DNA da leucociti umani normali 


(mole di azoto per mole di fosforo nell’idrolisato) 


Adenine 
Guanine 
Thymine . 
Cytosine . 


B) Composizione di DNA umani 
rispetto all’adenina) 


0.29 0.295 
0.21 0.215 
0.27 0.25 
0.19 0.22 
0.96 0.98 


(rapporti molari dell’azoto delle basi 


| DNA from purulent bronchitis sputum; leukemic 
| 


spleen; pernicious anemiabone marrow ;spermatozoa | I 
| DNA from leukaemic spleen ...............+000 I 
| DNA from spleen of lymph. chronic leukemia ...... I 
DNA from normal spleen ........cccccccecccsece I 
| DNA from Hurler-Pfaundler spleen ............... I 
DNA from normal leukocytes ................0: I 
DNA from leukocytes of myeloid chronic leukemia I 


DNA from leukocytes of x-ray treated myeloid chronic 


| DNA from leukocytes of pulmonary abscess ....... I 
DNA from leukocytes of empyematic pus....... [ 


| Adenine | Guanine | Cytosine | Thymine 
: 


Authors 
|} 0.75 | 0.68 | 0.82 Calculated from Elmes et 
| al. (1952) 
0,65-0,80 | 0,72-0,82 | 0,91-1,01 | Calculated from Uzman a. 
Desoer (1954) 
0,69 0,73 1,06 
0,74 0,70 1,06 » 
0,61 0,72 1,01 » 
0,72 0,72 I 
0,72 0,66 0,93 Polli a. Semenza (1953) 
0,72 0,74 0,85 » 
0,77 0,71 0,72 
0,78 | 0,64 0,95 » 
| 
0,83 0,77 0,77 » 
| 
0,72 0,67 0,80 
0,77 0,79 0,87 » | 
0,77 0,79 0,83 » 
0,77 0,83 0,83 » 
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TAvotra II — Peso molecolare e viscosita intrinseca 
di DNA umani leucemici (da Polli, Rosoff, Di Mayorca, 
Cavalieri, 1958). 


DNA Sample MW Rg [n] 
Sample Designation x 10-6 A100 ml/gram 
Lymphatic 
| (X-ray treated) 15 LC 3.0 1900 31 
| (Chargaff) 
| Lymphatic 
| (Neray treated) 15 LD 4-0 2200 37 
5 10.0 2760 94 


zione all’ultracentrifuga che verranno discusse 
in un’altra parte. Ma I’osservazione pit im- 
portante che deriva riguarda la differenza nel 
peso molecolare fra DNA provenienti da 
leucemie linfatiche e DNA da leucemie miec- 
loidi. : 

Il terzo elemento positivo che affiora ri- 
guarda le modificazioni dei DNA da leucemie 
durante il trattamento terapeutico. Infatti 
mentre la roentgenterapia riduce il peso mo- 
lecolare dei DNA, comportandosi il raggio 
di girazione e la viscosita intrinseca in modo 
conseguente, il dimetansulfonossibutano pro- 
duce modificazioni non univoche, il che fa 
supporre variazioni oltre che nel volume anche 
nella forma delle macromolecole. 

Le considerazioni generali che si possono 
trarre sulla forma e sul volume delle macro- 
molecole esaminate derivano dallo studio dei 
reciproci rapporti fra viscosita intrinseca e 
peso molecolare oppure fra viscosita intrin- 
seca e raggio di girazione. Se, ad esempio, 
si esprime il peso molecolare in funzione della 
viscosita intrinseca (fig. 1), si dimostra che fra 
le varie preparazioni di DNA vi é una rela- 
zione lineare, ad eccezione dei soggetti trattati 
con myleran. { nostri dati sono quindi coerenti 
con quelli di Doty (11, 12) ¢ di Sadron (27) i 


quali ritengono che le molecole di DNA in 
soluzione si comportano come molecole che 
presentano una forma intermedia fra la spirale 
flessibile ed il bastoncino rigido. In definitiva, 
i nostri DNA si comportano come i DNA di 
altre specie, ma fra DNA della serie linfatica 
leucemica e DNA della serie micloide leuce- 
mica vi é una differenza, in quanto i campioni 
esaminati sono diversi fra di loro per la 
lunghezza della catena nucleica in soluzione. 

Nella figura 2 le diverse concentrazioni del 
DNA sono state espressse in funzione della 
rispettiva viscosita specifica e da questi dati 
risulta come soltanto nei campioni di DNA 
estratti con la metodica di Gulland (9) le 
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Fig. 1 — Viscosita intrinseca in funzione del peso mo- 
lecolare. I campioni sono contrassegnati come nella 
Tavola II (da Polli, Rosoff, Di Mayorca, Cavalieri, 1958). 
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Fig. 2 - Riduzione della viscosita specifica in funzione della concentrazione (tutti i punti sono 
estrapolati al gradiente 0). (da Polli, Rosoff, Di Mayorca, Cavalieri, 1958). 


molecole in soluzione esplicano fra di loro 
una minima reciproca influenza. 

Altre considerazioni si possono trarre para- 
gonando i DNA di leucemia mieloide pro- 
venienti da soggetti non trattati e trattati. 
In questi ultimi l’aumento del peso mole- 
colare, essendo associato con un non propor- 
zionale aumento del raggio di girazione, 
sembra essere causato da un diverso stato di 
aggregazione delle molecole in esame ed 
infatti, se si esprimono i fattori reciproci di 
diffusione © contro E ©/2, si vede 
come la struttura dei DNA nei soggetti trattati 
si avvicina pit al comportamento di particelle 
che in soluzione assumono forma. sferica. 
Infatti, la curva di Il LD giace al di sopra 
di quella presentata da soluzioni polidisperse 
di molecole flessibili (fig. 3). 

Infine, lo stato di contrazione delle macro- 
molecole di DNA nei soggetti trattati é 
documentata dalla diminuzione della viscosita 
di II LD e di 1 LD quando questi due cam- 
pioni sono paragonati con polimeri del mede- 
simo peso molecolare (fig. 1). 
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Un’altra metodica che pud fornire utili 
informazioni sulle caratteristiche strutturali 
dei DNA in esame é lo studio della velocita 
di sedimentazione all’ultracentrifuga. Dob- 
biamo a Shooter e Coll. (33) ed a Goodgall 
e Coll. (15) Tintroduzione di nuovi accor- 
gimenti di tecnica attraverso i quali sono 
state compiute misurazioni su soluzioni di 
DNA a bassa concentrazione. 

Sedici campioni di DNA provenienti da 
leucociti umani e leucemici e da milze umane 
normali e patologiche sono stati esaminati 
alla Spinco (Polli e Shooter, 23). I risultati, 
ottenuti attraverso una serie di determina- 
zioni a concentrazioni variabili fra 0,01 e 
0,001 % dei DNA, sono stati posti in curva 
secondo la tecnica descritta da Shooter e 
Butler (32), le curve esprimendo la distribu- 
zione dei coefficienti di sedimentazione a 
diluizione infinita (Oth e Desreux, 21). Le 
osservazioni che si traggono possono essere 
cosi schematicamente riassunte: 

a) la distribuzione delle curve di sedi- 
mentazione é strettamente dipendente dal 


Fig 
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Fig. 3 — Fattore reciproco dello scattering p-' © in funzione di E sen? /2 dove E rappresenta I’intersezione 
della linea a concentrazione c estrapolata a zero nel diagramma di Zimm (da Polli, Rosoff, Di Mayorca, Cavalieri, 1958). 
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Fig. 4 — Curve di distribuzione delle costanti di sedimentazione di DNA provenienti da tre pazienti 


affetti da leucemia linfatica cronica (da Polli e Shooter, 1958). 
Gruppo A (estrazione del DNA con il metodo di Gulland, moditicato) 
Gruppo B (estrazione del DNA con il metodo di Kay, Simmons e Dounce) 
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TAVOLA III — Paragone dei coefficenti di sedimenta- 
zione medi a diluizione infinita e deviazione quartile 
della distribuzione dei DNA (da Polli e Shooter, 1958) 


Average | Quartile 
Sample Source sedimentation | geyjation 
constant | (8) | 
(s) 
19 LD | | 27.0 12.1 
| 20 LD | Leucocytes, normal } 26.8 9.6 
2 j 18.0 4.6 
| Leucocytes, 19.4 5.6 
6 \ Lymphatic leukemia* 20.6 5.2 
| 
0.8 12 
Leucocytes, \ 12 
5 \ Lymphatic leukemia | 28.4 13.0 
10 27.0 12.4 
7 | Leucocytes, \ 24.5 11.6 
8 ( Myeloid leukemia } 22.8 II.0 
9 22.8 8.6 
4 MD | Spleen, normal 26.2 7.8 
5 MD | Spleen, aplastic anae- 26.8 8.2 
mia 
3 MD | Spleen, Brill-Simmers 29.8 11.6 
Disease | 
) Leucocytes from ( 
21 LD ; Tuberculous empyema ' 24.6 8.4 


(*) Prepared by the method of Gulland et al. (1947). 


metodo di estrazione del DNA esaminato. 
La figura 4 dimostra infatti che i campioni di 
DNA preparati con il metodo di Gulland (9) 
si comportano in un modo dissimile dai cam- 
pioni provenienti dallo stesso materiale ma 
preparati con la metodica di Dounce e Coll. 
(17). Questi risultati sono coerenti con quelli 
ottenuti mediante il light scattering e gid 
Shooter e Butler (34) avevano potuto dimo- 
strare che la denaturazione delle nucleoproteine 
con alcool amilico e cloroformio porta ad una 
perdita di molecole di DNA ad alto peso 


molecolare; 


b) la distribuzione delle curve di sedimen- 
tazione dei DNA (estratti con il metodo di 
Dounce, 17) dimostra che queste molecole 
hanno un marcato grado di eterogeneita. Si 
deve percid concludere che le particelle di 
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DNA dei leucociti umani normali e leucemici 
si comportano in soluzione non come baston- 
cini rigidi di diametro uniforme (confronta 
Peacocke e Schachman, 33) perché in tale 
caso variazioni nelle lunghezze delle parti- 
celle avrebbero avuto scarso effetto sulle co- 
stanti di sedimentazione. In definitiva possiamo 
ritenere che le molecole di DNA umano in 
soluzione debbono assumere un aspetto a 
spirale od in qualche modo a curvatura; 

c) la riproducibilita delle curve per i 
diversi tipi di DNA esaminati é in genere 
buona (+ 1,2 S per leucociti normali e da 
leucemia linfatica, ++ 0,5 per le milze normali 
e patologiche non leucemiche) salvo che per 
i DNA di leucemia mieloide (+ 3 S); 

d) i valori medi delle costanti di sedimen- 
tazione per i diversi campioni di DNA esami- 
nati (Tavola III) dimostrano che é possibile 
distinguere i leucociti normali e leucemici in 
termini di caratteristiche di sedimentazione 
dei rispettivi DNA. I valori medi delle co- 
stanti di sedimentazione delle milze umane 
normali e patologiche dimostrano che il DNA 
della milza da Brill-Simmers ha valori simili 
a quelli della leucemia linfatica (Tavola Ill). 

L’esame delle curve di sedimentazione ¢ 
interessante perché vi si dimostra che il DNA 
da milza fra 27 - so S ha un comportamento 
diverso da quello dei leucociti, come se la 
divergenza delle curve di distribuzione dei 
DNA delle milze e dei leucociti fosse in dipen- 
denza di una specificita di tessuto. Fa eccezione 
la milza da Brill-Simmers, malattia che pud 
essere considerata come una condizione pre- 
leucemica (Polli e Shooter, 23). 

La biochimica offre altri mezzi atti a dimo- 
strare la eterogeneita del DNA. Vogliamo qui 
accennare alla dissociazione frazionata dei 
nucleoistoni «nativi» (Chargaff e Coll., 8; 
Lucy e Butler, 19, 20) ed ai metodi croma- 
tografici. Queste due metodiche di fraziona- 
mento sembrano possedere un meccanismo 
di azione comune (Lipshitz e Chargaff, 18). 

Con il metodo della dissociazione frazio- 
nata dei nucleoistoni, alcuni anni or sono, 
abbiamo paragonato il comportamento di 
nucleoproteine di leucemie linfatiche e mie- 
loidi e da altri tessuti patologici. 


| 
2. 
1 
|| 


Tavota IV — Dissociazione frazionata dei nucleo- La Tavola IV dimostra il diverso comporta- 
differenti tipi cellulari. jyento del DNA di leucemia mieloide dagli 

altri tipi di DNA. 


Pitt dettagliate informazioni sono state da 


Tissue noi ottenute attraverso il frazionamento cro- 
0.4-0.6 M 0.6-1.0M 1.0-2.0M 
= _— - - matografico dei DNA su colonna di Ecteola- 
Calf thymus ........... | <$% 90-95% < 5%! Cellulosa. E ormai ampiamente noto che per 
Human spleen (Brill-Sim- il frazionamento ere dei DNA la 
mers disease) .......... < 5% | 90-95% | Ecteola-Cellulosa (Bendich e Coll., 5) ri- 
Human spleen (Myeloma). | < 5 % | 90-95% | < 5% | Sultata uno dei sistemi cromatografici pid utili 
Humen leukocytes thom | in quanto determina un esteso frazionamento 
chronic myeloid leuke- dei DNA, dando risultati costantemente ri- 
80-90 % | 10-20% | < 1% 

producibili. Il procedimento da un ottimo 
Human leukocytes from le j i di 
poate Or recupero ¢ le singole frazioni di DNA otte 
loid leukemia ......... 80-85 % 15-20% | <1%) mnute sono caratterizzate da un diverso con- 
Human leukocytes from tenuto in basi puriniche e pirimidiniche 

chronic lymphatic leu- nds ive 
~~ <$% 90-95% | < 5%, (Bendich e Coll., 2, 3) da un diverso peso 


CHRONIC GRANULOCYTIC 2.0- 
(Untreated) (Untrea 


2.0- NORMAL LEUKOCYTES 29 NORMAL SPLEEN 


I 0 m pag I 


Fig. s — Distribuzione delle frazioni cromatografiche ottenute da DNA umani mediante 
la cromatografia su Ecteola. Le dimensioni delle colonne ed i gradienti di eluzione sono 
stati i medesimi per tutti gli esperimenti riferiti. (da Bendich ¢ Coll., 1958). 


Frazione I Gradiente di eluzione fino a 0,5 M NaCl 
Frazione II Gradiente di eluzione fino a 0,1 M NH, 
Frazione III Gradiente di eluzione fino a 1,0 M NH; 
Frazione IV Gradiente di eluzione fino a 0,5 M NaOH 
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Fig. 6 — Profilo cromatografico di DNA da pazienti affetti da leucemia mieloide prima di ogni trattamento 
e dopo trattamento terapeutico con 1-4-dimentansulfonilossibutano. Colonne cromatografiche e gradienti 
di eluzione come nella figura 5. (da Bendich e Coll., 1958). 


In collaborazione con Bendich e altri Au- 
tori (4), nel corso di questi ultimi due anni 
abbiamo esaminato diversi campioni di DNA 
provenienti da leucociti umani normali leu- 
cemici e da milze umane. Il frazionamento 
cromatografico su Ecteola-Cellulosa secondo 
la comune metodica porta a dei profili cro- 
matografici caratteristicamente differenti fra 
leucemie mieloidi, leucemie linfatiche, leu- 
cociti normali e milze normali (fig. 5). Nel 
caso delle leucemie mieloidi, il trattamento 
con myleran induce sui profili cromatografici 
dei DNA delle modificazioni che sono evi- 
denti nella terza regione del cromatogramma 
(fig. 6). 

Infine si deve fare osservare che i DNA con- 
siderati non differiscono fra loro soltanto per 
la diversa percentuale delle singole frazioni. 
Se, infatti, si esamina la terza regione del 
frazionamento cromatografico (Tavola V) si 
dimostra chiaramente che sono distinguibili 
quattro picchi i quali vengono estratti a una 
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diversa concentrazione molare di ammoniaca. 
Il fatto che in questa regione i picchi dei 
leucociti normali e della milza normale siano 
spostati a destra rispetto ai picchi leucemici 
dimostra che il comportamento dei DNA 
normali é diverso da quelli leucemici, e che 
i DNA dei leucociti normali (derivati quindi 
da una miscela di elementi della serie linfatica 
mieloide e€ monocitica) non possono essere 
paragonabili ad una miscela di DNA pro- 
veniente da leucemie linfatiche e mieloidi. 

Da ultimo vogliamo accennare ad un altro 
gruppo di ricerche che si distacca un poco dal 
complesso di indagini precedentemente ri- 
ferite. 

Stabilita la diversita fra DNA normali e 
leucemici é sorto naturale il desiderio di con- 
trollare se i processi deputati al metabolismo 
intermedio ei DNA dessero luogo a dei 
prodotti ultimi di degradazione, diversi quan- 
titativamente o qualitativamente da quelli 
provenienti da DNA normali. Abbiamo quindi 
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Tavota V — Paragone della molarita della NH; alla quale vengono eluiti i picchi cromatografici 
nella 3* regione, da DNA di varia provenienza. (da Bendich ¢ Coll., 1958). 


PEAK 


A B C D 
Normal pooled human leukocytes ............ 0.73 0.84 0.91 I 
0.76 0.85 0.91 I 
Chronic granulocytic leukocytes untreated ..... 0.44, 0.47 0.69, 0.68 0.86, 0.79 0.90, 0.91 
“ “ « “ soos 0.40, 0.47 0.62, 0.67 0.84, 0.82 0.90, 0.93 
Chronic lymphatic leukocytes untreated ....... 0.60 0.75 0.88 0.96 
« « “ 0.56, 0.50 0.70 0.78 
« « “ 0.70 0.80 0.90 
studiato la escrezione delle basi azotate e 2) in qualche paziente leucemico si assi- 


dell’acido urico urinari nei soggetti normali e ste ad una eliminazione di alcune pirimidine 
leucemici (Polli, Lucchelli, Crosti, 25). (uracile e due altre pirimidine non meglio 
Prescindendo dalle molte considerazioni identificate) (Tavola VII). L’eliminazione di 


che si possono fare sui risultati ottenuti e¢ 
volendo strettamente limitarci al tema che 
ci siamo proposti di svolgere (eterogeneita 


queste ultime sostanze non é in rapporto al 
tipo di leucemia né al numero dei leucociti 
circolanti, né all’acuzie o fase del processo mor- 


dei DNA) ci sentiamo di affermare quanto boso, né al trattamento. 

segue: Le conclusioni che si possono trarre da 
1) paragonando le urine eliminate in 24 wanto esposto sembrano essere le seguenti: 

ore da 10 soggetti normali e quelle di 17 pa- 1) le tecniche di indagine che noi abbiamo 

zienti leucemici non si pud segnalare alcuna applicato per lo studio delle molecole di DNA 

modificazione significativa della escrezione umani in soluzione fanno ritenere plausibile 

delle basi azotate e dell’acido urico (Tavola VI); una struttura a spirale piuttosto rigida per 


Tavota VI - Escrezione delle basi azotate e dell’acido urico in soggetti normali e leucemici. 


Basi azotate Acido urico Basi 
mg/24h mg/kg/24h mg/24h mg/kg/24h Acido urico 
| | 
Normali ....... 65,5 + 10,2 1,14 0,03 369,3 + 45,1 6,84 0,70 0,18 0,030 
Leucemici: 
100,8 + 14,2 2,24 0,36 §83,8 62,4 12,21 2,06 0,176 0,017 
P < 0,05 0,05 n. n. 
- L. mieloidi ... 110,2 + 25,3 2,50 + 0,64 $42,3 + 99,7 12,35 + 3,16 0,203 + 0,026 
P Nn. S. 0,05 S. n. S. 
- L. linfatiche .. 90,9 + 14,0 1,98 0,34 624,2 23,0 14,32 2,81 0,148 0,020 
P Nn. 0,05 < 0,01 0,02 n. 
— L.non trattate . 125,3 + 31,6 2,81 + 0,99 74353 146,6 16,00 + 4,3 0,193 + 0,041 
P < 0,05 ns. Nn. Se 0,02 n. $ 
~ L. trattate..... 88,6 + 13,8 1,95 + 0,10 §04,9 + 45,1 11,93 + 2,27 0,167 + 0,018 
| P n.s 0,05 < 0,05 n. s n.s 
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Tavota VII Eliminazione urinaria di uracile 
due altre basi pirimidiniche nei soggetti leucemici. 
(mg nelle 24 h) 


| 


| Paziente Uracile Sostanza P Sostanza M 
| 554 1,5 

CA 1,25 8,0 -- 
1,0 -- 11,7 
| 10 C.G 

12 1,0 19,7 — 

14 M. AI. 4,5 357 

15 R.M. . 24,0 

17 F.C 4,0 1,4 — 


queste molecole, cosi come é rappresentata 
dal modello di Watson e Crick. Tuttavia, vi 
sono alcuni rilievi sperimentali che non possono 
essere spiegati interamente alla luce di questo 
modello. I legami interni delle pirimidine 
nelle catene nucleiche costituiscono, ad esem- 
pio, un capitolo ancora molto oscuro. Basti 
pensare che nel DNA la citosina pud essere 
sostituita dalla 5-idrossimetilcitosina e vice- 
versa, mentre il 5-metiluracile (timina) non 
pud essere sostituito dall’uracile che non é 
mai stato trovato nel DNA. Di converso il 
s-bromouracile marcato in 2 con C pud 
essere inserito nella molecola del DNA; 


2) i DNA da noi esaminati anche quando 
provengono da un unico tipo cellulare pre- 
sentano una eterogeneita documentabile con 
diversi metodi. Questa eterogeneita sembra 
essere frequentemente legata al diverso peso 
molecolare, per cui si deve concludere che ogni 
cellula contiene una miscela di DNA di di- 
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verso peso molecolare. Questa, ma probabil- 
mente anche altre caratteristiche intramole- 
colari sono responsabili delle cosiddette spe- 
cificita di tessuto; 


3) il DNA proveniente da leucociti umani 
normali é diverso dai DNA di leucociti leu- 
cemici ¢ la differenza non dipende dalla diversa 
miscela di tipi cellulari esaminati; 


4) il trattamento terapeutico porta alla 
formazione di DNA completamente diffe- 
rente al DNA normale, per cui si deve sup- 
porre che le cellule bianche dei soggetti trat- 
tati non possono essere considerate, dal punto 
di vista del DNA, come cellule normali. 


RIASSUNTO 


a) Indagini chimico-fisiche sono state condotte su 
DNA estratti da cellule umane normali e patologiche 
al fine di studiare il comportamento di queste macro- 
molecole in soluzione. b) Le caratteristiche rilevate 
attraverso ricerche viscosimetriche, ultracentrifugali 
ed il comportamento della diffusione molecolare 
della luce hanno concordemente documentato che i 
DNA umani si comportano in soluzione come ma- 
cromolecole a spirale piuttosto rigida, cosi come ¢ 
stato supposto dal modello di Watson e Crick. Tut- 
tavia vi sono numerosi rilievi che non possono essere 
spiegati con questa teoria. c) Le sopraccennate meto- 
diche ed il frazionamento cromatografico su Ecteo- 
la-Cellulosa hanno altresi documentato che da un 
unico tipo cellulare si estrae una miscela etero- 
genea di DNA. Questa eterogeneita sembra legata 
tanto al volume che alla forma delle molecole. Sulla 
base di questa eterogeneita si stabilisce una specificita 
di tessuto. d) Da un medesimo tipo cellulare in con- 
dizioni normali e leucemiche si estraggono DNA che 
hanno caratteristiche fisico-chimiche diverse. Il 
compito della ricerca futura sara di stabilire quanto 
queste differenze sono patogeneticamente legate alla 
condizione leucemica. e) Le differenze segnalate non 
dipendono da variazioni quantitative delle pirimidine 
nei DNA come del resto non dipendono da modi- 
ficazioni nel contenuto di purine, fosforo o pentosio. 
Per quanto riguarda le pirimidine le differenze po- 
trebbero essere costituite da diversi legami di coesione 
o di valenza omopolari od eteropolari. 


RESUME 
Hétérogénéité des acides désoxyribonucléiques humains. 
a) L’auteur a effectué des recherches physico- 
chimiques sur des DNA obtenus 4 partir de cellules 


humaines normales et pathologiques, en vue d’étu- 
dier le comportement de ces macromolécules en 
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solution. b) Les caractéristiques constatées moyennant 
des recherches par viscosimétrie et ultracentrifugation 
et le comportement de la diffusion moléculaire de la 
lumiére, ont concordément prouvé que les DNA 
humains se comportent en solution comme des ma- 
cromolécules 4 spirale plutét rigide, comme supposé 
dans le modéle de Watson et Crick. Il existe toute- 
fois de nombreuses constatations qui ne peuvent 
pas s’expliquer selon cette théorie. c) Les méthodes 
susmentionnées et le fractionnement chromatogra- 
phique sur Ecteola-Cellulose ont en outre montré 
qu’a partir d’un seul et unique type cellulaire 
on obtient un mélange hétérogéne de DNA. Cette 
hétérogénéité semble étre liée aussi bien au volume 
qu’a la forme des molécules. Sur la base de cette 
hétérogénéité une spécificité de tissu est établie. d) A 
partir d’un méme type cellulaire et dans des conditions 
normales et leucémiques, on: obtient des DNA 
ayant des propriétés physico-chimiques différentes. 
Les recherches futures auront pour but d’établir la 
mesure dans laquelle ces différences sont pathogéni- 
quement liées a l'état leucémique. e) Les différences 
signalées ne sont pas dues a in variations quanti- 
tatives des pyrimidines dans les DNA et d’ailleurs 
elles ne dépendent pas non plus de modifications de 
la teneur en purines, phosphore et pentose. En ce qui 
concerne les pyrimidines, les différences en question 
pourraient consister dans des liaisons diverses de 
cohésion ou de valence homopolaires ou hétéropo- 
laires. 


SUMMARY 
Heterogeneity of human desoxyribonucleic acids. 


a) Physico-chemical investigations have been carried 
out on DNA extracted from normal and patholo- 
gical human cells in order to clarify the behaviour 
of these macromolecules in solution. 6) Viscosimetry, 
ultracentrifugation and light scattering data are 
all in favour of the hypothesis that human DNA 
behave in solution like macromolecules with a rather 
stiff spiral as postulated by Watson and Crick’s model. 
Nevertheless, there are various findings which cannot 
be explained by this theory. c) The above methods 
and daieiaieaiatte fractionation on Ecteola-Cel- 
lulose have also shown that heterogeneous DNA is 
extracted from the same cellular type. This hete- 
rogeneity seems to be bound to size and shape 
of the molecules. On the basis of this heterogeneity 
a tissue specificity is established. d) DNA having 
different physico-chemical properties are extracted 
from the same cellular type in normal and leukemic 
conditions. Further studies are necessary to clarify 
the pathogenetic connections between these differences 
and the leukemic condition. e) The differences which 
have been found are not explained by quantitative 
variations of the pyrimidines in DNA, nor by modi- 
fications in purines, phosphorus or pentose content. 
As far as the pyrimidines are concerned the differences 
could be explained by different cohesion or homo- 
polar and hetero-polar valency bonds. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Verschiedenartigkeit der 
Menschen. 


a) DRNS_ aus normalen und _pathologischen 
Menschenzellen gewonnen, wurden chemisch-physi- 
kalisch untersucht um das Verhalten dieser Makro- 
molekiile in Lésung zu studieren. 6) Die durch visko- 
simetrische und ultrazentrifugale Untersuchungen 
————- Angaben sowie das Verhalten der mole- 

ulite Diffusion des Lichtes haben gezeigt, dass die 
DRNS des Menschen sich in Lésung wie Makro- 
molekiile mit ziemlich steifer Spirale benchmen, 
gemiss des Modelles von Watson und Crick. Zahl- 
reiche Befunde kénnen jedoch nicht mit dieser 
Theorie erklirt werden. c) Die oben angegebenen 
Methoden und die chromatographische Einteilung 
auf Ecteola-Zellulose haben weiter gezeigt, dass man 
aus einem einzigen Zellentyp cine heterogene Mi- 
schung von DRNS erhilt. Diese Verschiedenartigkeit 
scheint sowohl mit dem Volumen wie mit der 
Form der Molekiile zusammenzuhingen. Auf Basis 
dieser Verschiedenartigkeit wird eine Spezifizitat des 
Gewebes bedingt. d) Aus einem gleichen Zellentyp 
erbalt man bei normalen und leukamischen Bedin- 
gungen DRNS mit verschiedenen physikalisch-chemi- 
schen Eigenschaften. Die Aufgabe der zukiinftigen 
Versuche ist festzustellen, wie weit dieser Unterschied 
pathogenetisch mit dem leukamischen Zustand 
verbunden ist. e) Die hervorgehobenen Unterschiede 
hangen nicht von quantitativen Veranderungen der 
in den DRNS enthaltenen Pyrimidine ab und eben- 
sowenig von solchen des Gehaltes an Purinen, Pho- 
sphor oder Pentose. Mit Bezug auf die Pyrimidine, 
die Unterschiede kénnten in verschiedenen K ohisions- 
bindungen oder in uni - oder heteropolaren Valenzen 
bestehen. 


Desoxyribonucleinséuren des 


RESUMEN 
Heterogeneidad des los acidos desoxirribonucleicos humanos. 


a) Se han efectuado investigaciones fisicoquimicas 
sobre DNA obtenidos a partir de células humanas 
normales y patoldégicas, a fin de estudiar el compor- 
tamiento de estas macromoléculas en solucién. b) Las 
caracteristicas evidenciadas mediante investigaciones 
por viscosimetria y ultracentrifugacién, asi como 
el comportamiento de la difusién molecular de la 
luz, concuerdan en demostrar que los DNA humanos 
se comportan en solucién como macromoléculas de 
espiral mas bien rigida, segin el modelo hipotético 
de Watson y Crick. Sin embargo, existen numerosos 
hallazgos que no pueden explicarse con esta teoria. 
c) Los métodos antes indicados y el ftaccionamiento 
cromatografico sobre Ecteola-Celulosa han de- 
mostrado por otra parte que de un solo y unico 
tipo celular se obtiene una mezcla heterogénea de 
DNA. Esta heterogeneidad parece ligada tanto al 
volumen como a la forma de las moléculas. A base 
de esta heterogeneidad se establece una especificidad 
de tejido. d) A partir de un mismo tipo celular y 
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en condiciones normales y leucémicas, se obtienen 
DNA que presentan caracteristicas fisicoquimicas 
distintas. Las investigaciones futuras deberan diri- 
girse a averiguar la relacién patogenética que puede 
existir entre estas diferencias y el estado leucémico. 
e) Las diferencias indicadas no dependen de varia- 
ciones cuantitativas de las pirimidinas en los DNA, 
como tampoco dependen de modificaciones en el 
contenido de purinas, fésforo o pentosa. Por lo que 
se refiere a las pirimidinas, las diferencias podrian 
consistir en distintos enlaces de cohesion o de valencia 
homopolares o heteropolares. 
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Comunicazioni al «Colloquio sulle pirimidine » 


Quaranta C. A. - Roma 


Comunicazione sul tema di Relazione « Acido orotico: 
aspetti nutrizionali ». 

Sulla base di recenti acquisizioni, come pure ri- 
ferito dai Relatori, @ stata prospettata l’ipotesi che 
Yacido orotico possa anche agire come fattore di 
utilizzazzione del lattosio e del galattosio (Schwietzer). 
Partendo da queste premesse e tenendo presenti le 
attuali ipotesi in tema di patogenesi della cataratta 
da galattosio, abbiamo ritenuto interessante condurre 
una serie di indagini preliminari dirette a stabilire 
una eventuale azione detP'acido orotico -su tale tipo 
di cataratta sperimentale; cid ai fini di portare un 
contributo alla definizione del valore (diretto o indi- 
retto) da attribuirsi, nella genesi delle opacita lenti- 
colari da galattosio, al grado di utilizzazione di tale 
idrato di carbonio a livello della lente. 

In base al complesso dei risultati ottenuti possiamo 
affermare che l’acido orotico, nelle dosi da noi usate 
(da mg 500 a mg 3.000 per Kg per dicta) ¢ nelle 
condizioni sperimentali da noi attuate (ratti a dieta 
di Randoin e Causeret con aggiunta di galattosio 
in proporzione del 30 100), non ha influito sul- 
Yepoca di inizio e sull’ulteriore evoluzione della 
cataratta, né d’altra parte si ¢ dimostrato fattore 
capace di influenzare l’accrescimento ponderale dei 
ratti a dieta ricca in galattosio. Per tutta la durata 
delle nostre indagini (24 giorni) l’andamento della 
curva ponderale e l’evoluzione delle alterazioni del 
cristallino si sono infatti dimostrati praticamente gli 
stessi sia nei ratti trattati con acido orotico, che nei 
controlli. 


Careddu P. - Ferrara 


Comunicazione sul tema di Relazione « Acido orotico: 
aspetti nutrizionali ». 


Abbiamo condotte delle esperienze sulla galatto- 
semia sperimentale del ratto nella Clinica Pediatrica 
di Ferrara. Abbiamo osservato in questa forma par- 
ticolare una dissociazione notevole del metabolismo 
dei composti ad alto livello energetico studiando la 
ripartizione dei composti fosforati ad alto livello 
energetico con un metodo cromatografico su carta. 
Abbiamo visto che esisteva un aumento notevole 
del fosforo inorganico e una riduzione dell’ATP nei 
ratti galattosemici e che la somministrazione del- 
Yacido orotico riporta a valori molto vicino alla 
norma il metabolismo dei composti fosforati: in- 
nalzamento dell’ATP, con valori molto vicini a 
quelli dei ratti normali. 


Questa indagine é stata fatta solo a livello del 
fegato. Per chiarire meglio questo particolare com- 
portamento sia nei ratti galattosemici non trattati 
sia in quelli trattati con orotato abbiamo voluto ve- 
dere il comportamento delle fosforilazioni ossidative 
ed anche lincorporazione del fosforo marcato a 
livello dell’ ATP. Abbiamo trovato che I’acido orotico 
é capace sia di equilibrare il comportamento delle 
fosforilazioni ossidative, riportando i valori di P/O 
entro i limiti normali, sia di aumentare l’incorpora- 
zione del fosforo marcato nell’ATP. Quindi si dimo- 
strerebbe, almeno dai risultati di queste ricerche, 
la capacita dell’acido orotico ad equilibrare almeno 
in parte questa situazione dismetabolica particolare 
della galattosemia sperimentale. 


Indovina I. - Palermo 


Comunicazione sul tema di Relazione « Rapporti nu- 
tritivi e metabolici tra acido orotico e vitamina Byp ». 


Vorrei ricordare i risultati di alcune mie ricerche 
sulle variazioni di nucleotidi, polinucleotidi ed acido 
ribonucleico nel sangue di soggetti normali dopo 
somministrazione di vitamina Bys o di acido orotico. 
Detta vitamina fa aumentare specialmente i nucleotidi 
ed i polinucleotidi, mentre l’acido orotico fa dimi- 
nuire i nucleotidi ed aumentare Il’acido ribonucleico. 

In un lavoro con Pattavina e Coll. (in corso di 
stampa su Minerva Medica) sono riportati i risultati 
delle variazioni delle frazioni pentosemiche dopo acido 
orotico dato per via orale o endovenosa. Nel primo 
caso aumentano tutte le frazioni pentosemiche; nel 
secondo abbiamo registrato una diminuzione dei 
pentosi nucleosidici, nucleotidici e polinucleotidici; 
un aumento invece di quelli non legati a_ basi 
azotate e degli acidi ribonucleici. 

Il comportamento di queste frazioni pentosemiche 
viene da noi utilizzato per saggiare la disponibilita 
di riserve energetiche dell’organismo. 


Del Regno F. - Napoli 


Comunicazione sul tema di Relazione « Acido orotico: 
aspetti fisiopatologici sperimentali e clinici ». 


Nella Clinica Medica di Napoli in collaborazione 
con Odoardi, Rambaldi e Pinto abbiamo _utiliz- 
zato l’acido orotico come tale o sotto forma di 
sale di potassio in alcune condizioni morbose in cui 
verosimilmente esso poteva esplicare una benefica 
azione. 


Dagli interventi in sede di discussione, vengono riportati brevemente soltanto quelli svolti come « Comunicazioni ». 
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Allo scopo noi abbiamo somministrato il prepa- 
rato sotto forma di acido o di sale di potassio ad un 
gruppo di 16 soggetti d’ambo i sessi e di eta oscil- 
lante dai 40 ai 60 anni, affetti da varie forme di epa- 
topatie e precisamente cirrosi epatica (9 casi), epatiti 
croniche (§ casi, di cui uno con ittero ad impronta 
iperemolitica e splenomegalia), epatocolangite (1 caso), 
epatite virale in fase di risoluzione (1 caso), carcinoma 
epatico (1 caso). 

In tutti i soggetti di questo gruppo, oltre ad un ac- 
curato studio clinico, sono state eseguite prima ed 
alla fine del trattamento alcune indagini di labora- 
torio intese a valutare le condizioni di funzionalita 
epatica e precisamente sono state condotte le seguenti 
ricerche: 


1) — dosaggio della bilirubinemia; 


2) — quadro siero-proteico (metodica dell’elettroforesi 
su carta); 


3) — lipidogramma; 

4) — colesterolemia; 

5) — chetonemia e piruvicemia; 

6) — prove di eucolloidita del siero. 


Il preparato é stato somministrato alla dose media 
di 3 g al giorno per un periodo medio di trattamento 
di 30 giorni; i dosaggi sono stati eseguiti prima e 
dopo il trattamento. La somministrazione é stata di 
solito associata a vitamina E alla dose di 200 mg 
pro die. In tutti i soggetti é stata sospesa ogni altra 
terapia durante il trattamento con acido orotico. 

Il preparato é stato poi somministrato con le stesse 
modalita ad un gruppo di cardiopazienti (2 arterio- 
sclerotici ipertesi, 6 infermi con esiti di endocardite 
reumatica con insufficienza congestizia), e ad un 
gruppo di emopatici comprendenti leucemia linfatica 
cronica (3 casi), leucemia mieloide cronica (1 caso), 
linfogranuloma di Sternberg (1 caso). 

In questo secondo gruppo di infermi non sono 
state eseguite indagini metaboliche particolari, ma 
si é eseguita solo una accurata osservazione clinica 
corredata dalle pit comuni indagini di routine. In 
questi soggetti, poi, all’acido orotico od all’orotato 
di potassio stata aggiunta la comune terapia 
richiesta dai singoli casi; solo sono stati eliminati 
nella terapia dei cardiopazienti i preparati ad azione 
prevalentemente diuretica. 

Dal complesso delle osservazioni condotte fino ad 
oggi possiamo trarre le seguenti conclusioni: 


il trattamento eseguito, di massima, é stato ben 
tollerato dagli infermi. 

L’acido orotico come tale o sotto forma di sale 
di potassio ha dimostrato di possedere un’azione 
diuretica evidente; infatti nel 50 % dei casi circa, 
specialmente nei cirrotici ascitici e nei cardiopazienti 
scompensati, la diuresi é sensibilmente aumentata, 
raggiungendo in qualche caso pit favorevole i tre- 
quattro litri al giorno: In due cirrotici ascitici si é 
avuta una lieve diminuzione del liquido presente 
nel cavo peritoneale, apprezzabile clinicamente. 
L’effetto diuretico osservato nei cardiopazienti non 
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puo essere senz’altro attribuito all’azione dell’acido 
orotico in quanto in questi soggetti é stata attuata 
anche la comune terapia cardiocinetica, la quale, 
migliorando le condizioni cardiocircolatorie, ha 
certamente influenzato la diuresi stessa. Dobbiamo 
rilevare perd che l’incremento della diuresi osservato 
in questi soggetti ci ¢ sembrato maggiore di quello 
che osserviamo comunemente con la sola terapia 
cardiocinetica in analoghe situazioni morbose. 

Nei soggetti cardiopatici, in linea di massima, oltre 
al non costante effetto diuretico di cui si é detto 
innanzi, non si é messa in evidenza, dal punto di vista 
clinico, alcuna particolare influenza sul normale an- 
damento di questi ammalati, che siamo soliti osser- 
vare quando questi vengono sottoposti ad opportuna 
terapia. Lo stesso pud dirsi dei soggetti emopatici 
i quali sottoposti a trattamento con orotato associato 
ai comuni medicamenti citostatici non hanno dimo- 
strato, sia dal punto di vista clinico sia da quello ema- 
tologico, un andamento difforme da quello che co- 
munemente osserviamo. 

Nel gruppo degli epatopazienti, accanto all’azione 
diuretica osservata in diversi casi di cirrosi epatica 
in fase ascitica (70% circa dei casi) ed accompagnata 
in due di essi a riduzione dell’ascite, clinicamente 
apprezzabile, abbiamo notato, dal punto di vista 
Salen, un certo grado di miglioramento delle con- 
dizioni generali con discreto aumento dell’appetito 
e diminuzione dell’astenia. In linea di massima non 
abbiamo notato un sensibile miglioramento delle 
prove di eucolloidita serica le quali erano in tutti 
i casi pio meno alterate. La bilirubinemia, di solito 
discretamente aumentata, specie nelle forme con 
ittero, ha subito lieve diminuzione. Risultati pit 
soddisfacenti si sono invece ottenuti per quanto ri- 
guarda il comportamento del protidogramma, del 
lipidogramma, della colesterolemia, della chetonemia 
e della piruvicemia. 

Dal complesso delle osservazioni condotte in campo 
metabolico si ricava che l’acido orotico nelle varie 
forme di epatopatie prese in esame ha dimostrato 
la capacita di influenzare beneficamente alcune co- 
stanti ematochimiche, sensibilmente alterate dal pro- 
cesso morboso stesso. Questa azione benefica é stata 
pit. sensibile e¢ costante nei casi di epatite cro- 
nica rispetto a quella riscontrata nei casi di cirrosi 
epatica. 

Cosi la protidemia totale mentre ¢ aumentata in 
media solo dell’1,3°% nelle cirrosi epatiche, essa é 
aumentata del 3 % nelle epatiti l’albumina 
é aumentata rispettivamente del 7,3 e dell’8,4% 
nelle due forme morbose. Il rapporto beta/alfa lipo- 
proteine si ¢ abbassato dell’1,7% nelle cirrosi e del 
22,7% nelle epatiti croniche. 

Il coefficiente di esterificazione del colesterolo 
aumentato del 17% nelle cirrosi epatiche mentre 
é aumentato del 19,3 % nelle epatiti croniche. 

La piruvicemia é diminuita del 22% nelle cirrosi 
e del 37% nelle epatiti croniche ed infine la cheto- 
nemia totale é¢ diminuita del 20% e del 32,5% 
rispettivamente nelle due forme morbose. 


Da quanto sopra esposto si rileva anche che delle 
varie alterazioni metaboliche riscontrate quella che 
é stata pili intensamente influenzata in senso benefico 
dal trattamento con acido orotico é stato il metabo- 
lismo dei corpi chetonici e dell’acido piruvico. 

Il fatto che l’acido orotico si sia dimostrato pit 
attivo nelle epatiti croniche che non nelle cirrosi 
epatiche si comprende facilmente tenendo presente 
il differente tipo e grado di alterazioni anatomo- 
funzionali presenti nelle due forme morbose e che 
sono di gran lunga pitt profonde e poco reversibili 
nella cirrosi epatica. 

Da quanto da noi complessivamente osservato in 
campo clinico e metabolico e che in parte conferma 
quanto gia acquisito in letteratura, si pud ritenere 
che l’acido orotico sia una sostanza di notevole inte- 
resse biochimico e clinico-pratico che merita di essere 
ancora ulteriormente sperimentata nell’uno e¢ nel- 
Paltro campo. 

A nostro modo di vedere il campo pratico dove 
lacido orotico pud trovare pit uti applicazioni é 
quello delle epatopatie croniche ¢ delle cirrosi epa- 
tiche, specie nelle forme iniziali. Se in un tale campo 
luso del preparato sia realmente efficace, nel senso 
che esso possa modificare in modo sensibile, ma 
soprattutto duraturo, la fatale evoluzione della ma- 
lattia, a noi sembra troppo presto potere avan- 
zare un giudizio sicuro, anche se esso potrebbe essere 
confortato dall’osservata effettiva benefica influenza 
esercitata dal preparato sul comportamento di alcune 
costanti ematochimiche alterate in modo sensibile 
e specifico nella cirrosi epatica. 


Dell’ Aera P. - Napoli 


Comunicazione sul tema di Relazione « Acido orotico: 
aspetti fisiopatologici sperimentali e clinici ». 

Desidero riferire brevemente i risultati ottenuti 
nella IX Divisione Cardarelli degli Ospedali Riuniti 
di Napoli diretta dal Prof. D’Ambrosio. 

La nostra casistica verte su 35 casi di cui 20 trattati 
con orotato di K (8 epatopazienti, 7 cardiopatici, 
2 nefropazienti e 3 cardio-renali) e 15 con acido 
orotico (3 epatopazienti e 12 cardiopatici). 

Oltre alle comuni indagini di laboratorio é stato 
eseguito un controllo molto accurato della diuresi, 
il dosaggio degli elettroliti serici e quello della 
proteinemia plasmatica prima e dopo trattamento 
nonché l’esame del quadro elettroforetico. 

Il trattamento é-stato iniziato in condizioni di re- 
lativo compenso e dopo almeno 15-20 giorni dal- 
Vinizio della terapia con cardiocinetici ed igienico- 
-dietetica, in modo da eliminare i fattori che avreb- 
bero potuto influenzare la diuresi. Negli epatopa- 
zienti non sono stati somministrati farmaci che di- 
rettamente od indirettamente potessero influenzare 
il quadro protidemico. In tutti i casi vi era oliguria 
di alto grado; in 10 essa era resistente ai comuni 
diuretici, anche mercuriali. 

La crasi proteica dei cardiopatici ed epatopazienti 
trattati sia con orotato di potassio sia con acido oro- 


tico @ stata in complesso favorevolmente influenzata. 
Si é@ infatti riscontrato in 22 pazienti un chiaro mi- 
glioramento del rapporto A/G accompagnato, in 
alcuni casi, da un aumento delle proteine totali. In 
altri 3 casi si € avuto un peggioramento della proti- 
demia totale ed in 2 aumento sia delle albumine sia 
delle globuline ma peggioramento del rapporto 
A/G. In 8 casi non é stato possibile auaeian il 
quadro protidemico alla fine del trattamento. 

La risposta alla diuresi & stata in complesso soddi- 
sfacente e spesso pronta sia nei cardiopatici sia negli 
epatopazienti: pit intensa nei primi, raggiungendo 
in alcuni casi gradi elevati (come in un caso in cui 
ha superato i 4000 cc nelle 24 ore). 

Valutando parallelamente le variazioni della diuresi 
e le variazioni del tasso delle proteine plasmatiche 
si nota un certo rapporto tra incremento dell’elimi- 
nazione idrica e miglioramento della protidemia. 

Tra i due composti, orotato di potassio ed acido 
orotico, pili attivo nei riguardi della diuresi sembra 
il primo per motivi che sarebbe troppo lungo enun- 
ciare. D’altra parte il dosaggio degli elettroliti serici 
ha fatto rilevare che su 18 casi trattati con orotato 
di potassio, nei quali é stato eseguito un controllo 
della potassiemia prima e dopo trattamento, in 12 
si é riscontrato un aumento di essa, mentre su 
14 Casi trattati con acido orotico, nei quali si é potuto 
eseguire un controllo della potassiemia prima e dopo 
il trattamento, il tasso ematico del potassio risultava 
aumentato alla fine del trattamento in § casi. 

Su 32 casi trattati sia con acido orotico sia con 
orotato, nei quali é stato eseguito il dosaggio 
della natremia prima e dopo il trattamento, in 11 
si é riscontrato un aumento alla fine del tratta- 
mento. 

Per la documentazione di questi risultati rimando 
al mio lavoro in corso di stampa su Archivio di 
Scienze Mediche. 


Dotti F. - Mantova 


Comunicazione sul tema di Relazione « Acido orotico: 
aspetti fisiopatologici sperimentali e clinici ». 

Nella Divisione di Medicina Generale degli Istituti 
Ospedalieri di Mantova, da me diretta, ho speri- 
mentato l’orotato di potassio in un gruppo di 11 
soggetti dei quali 8 affetti da cirrosi e 3 da epato- 
patia ad andamento cronico e severo. Sottolineo i 
risultati del Prof. Dioguardi, col quale concordo, 
sugli effetti di questa terapia rilevabili anche ob- 
biettivamente come miglioramento delle condizioni 
generali, della diuresi, ecc. 

Anche noi abbiamo ottenuto varie regolarizza- 
zioni metaboliche soprattutto a carico della frazione 
esterificata del colesterolo, normalizzazione della 
bilirubinemia, aumento della protrombina; per 
quanto riguarda le proteine invece i risultati sono 
stati poco considerevoli nei casi di malati partico- 
larmente gravi. Rimando, per i particolari, al lavoro 
in corso di stampa su La Riforma Medica, in colla- 
borazione con Bonetti. 
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Ma come medico pratico io tengo a sottolineare 
un risultato che mi pare veramente interessante e 
che é apparso costante nella sperimentazione con 
l’orotato e cioé la regolarizzazione delle funzioni 
digestive di questi malati e la costanza assoluta con 
cui si é visto ritornare l’appetito. 

Ora sorgeva il dubbio che la regolarizzazione di 
queste funzioni digestive potesse essere secondaria 
all’incremento della diuresi: allora recentemente 
abbiamo stabilito un confronto con un altro gruppo 
di pazienti sofferenti di forme morbose corrispon- 
denti e sottoposti a un trattamento con diuretici; 
abbiamo constatato una regressione degli edemi e 
dei versamenti addominali, ma non abbiamo visto 
corrispondervi un aumento dell’appetito; a questo 
punto mediante terapia con acido orotico, per un 
periodo di tempo variabile da una a tre settimane, 
abbiamo visto in questi ammalati tornare l’appetito 
e regolarizzarsi le funzioni digestive. 

Questo dal lato pratico mi sembra un risultato 
veramente importante e forse é anche interessante il 
punto toccato dal Prof. Chiancone che si domanda 
se possano esistere relazioni tra acido orotico e mi- 
croflora intestinale. 


Saputo V. e Nicolis F. B. - Pavia 


Comunicazione sul tema di Relazione « Acido orotico: 
aspetti fisiopatologici sperimentali e clinici ». 


Alcune osservazioni da noi condotte nell’Ospe- 
dale di Merate fanno ritenere che l’orotato di po- 
tassio possa esercitare un’azione favorevole sull’ac- 
crescimento del bambino anche in altre condi- 
zioni, oltre quella della immaturita, ricordata dai 
Relatori. 

Noi abbiamo trattato 32 bambini con netto ri- 
tardo ponderale, la maggior parte al di sotto del 
3° percentile della distribuzione dei pesi normali per 
l’eta, ed in cui all’inizio del trattamento l’incremento 
del peso era scarso o nullo e in qualche caso anche 
negativo. Si tratta di 21 lattanti ad allattamento arti- 
ficiale e di 11 bambini pid grandi, di eta compresa 
tra 1 e9 anni, che non presentavano (tranne un caso) 
manifestazioni cliniche di rilievo al di fuori di uno 
stato di nutrizione scadente. 

Il trattamento é stato condotto per via orale con 
dosi giornaliere di g 0,25-0,50 nei lattanti e di g 1 
nei bambini pit grandi e per un periodo compreso 
generalmente tra una settimana e due mesi, piu 
prolungato in due casi (100 e 134 giorni). 

La somministrazione é stata in ogni caso agevole, 
data la mancanza di sapore del prodotto (Dioron 
Lepetit) che ne permette una facile veicolazione nel 
latte o in altre bevande. 
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Durante il trattamento i bambini non hanno rice- 
vuto altri medicamenti; ai lattanti veniva sommini- 
strato un preparato vitaminico in dosi adeguate al 
fabbisogno secondo Il’eta. La razione alimentare é 
stata calcolata secondo il fabbisogno energetico e 
nei casi di distrofia grave é stata particolarmente 
ricca di protidi. Durante tutto il periodo di osser- 
vazione non furono mai apportate variazioni nella 
dieta. 

In tutti i casi al trattamento con acido orotico é 
stato fatto precedere un periodo di controllo della 
durata da una a tre settimane. 

Su 32 soggetti, 27 hanno mostrato in seguito al 
trattamento una favorevole modificazione dell’an- 
damento della curva ponderale; negli altri 5 (2 lat- 
tanti e 3 divezzi) non si sono invece osservate modi- 
ficazioni apprezzabili. Nella maggior parte dei casi 
positivi linnalzamento della curva ponderale si é 
reso evidente fin dai primi giorni di trattamento; in 
qualche caso la risposta é stata osservata solo dopo 
4-7 giorni. 

L’azione favorevole esercitata dall’orotato di po- 
tassio sull’accrescimento é risultata dal confronto fra 
i valori medi dell’incremento ponderale giornaliero 
prima e dopo il trattamento; la valutazione statistica 
delle differenze osservate nei gruppi di eta pil rap- 
presentati (17 casi di eta inferiore a 6 mesi) ne ha 
dimostrato la significativita. 

Queste osservazioni, pur con le limitazioni imposte 
dall’eterogeneita dei casi e dalle difficolta insite in 
questo tipo di valutazioni, sembrano confermare 
i dati riferiti dai Relatori e inducono a riconoscere 
all’acido orotico una influenza favorevole sull’ac- 
crescimento ponderale del bambino in vari casi 
di arresto e di rallentamento dell’accrescimento 
stesso. 


Consoli G. - Napoli 


Comunicazione sul tema di Relazione « Gli antime- 
taboliti nella terapia del cancro ». 


Presento la documentazione di alcune esperienze 
effettuate con Ricciardi, Talarico, Altucci e Ric- 
cardi nell’Istituto di Patologia Medica dell’Uni- 
versita di Napoli, sopra Vinfluenza dell’acido oro- 
tico sulla crescita di alcune neoplasie sperimentali. 
La descrizione delle nostre esperienze e la discussione 
interpretativa dei risultati sono riferite nella nota in 
corso di stampa su Acta Vitaminologica. In breve, 
possiamo dire che sul carcinoma di Walker l’acido 
orotico provoca un’inibizione sensibile della cre- 
scita delle masse neoplastiche se somministrato in 
piccole dosi; ad alte dosi, invece, induce un pitt 
attivo sviluppo delle neoplasie. 
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